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El reciente hallazgo de transcriptos primarios carentes de capacidad para 
codificar proteínas provee una nueva perspectiva acerca de la centralidad funcional del 
RNA en la regulación génica. Estructuralmente, los RNAs no codificantes (ncRNA) se 
subdividen en dos grandes categorías: los ncRNAs pequeños (sncRNA) y ncRNAs 
largos (lncRNAs). Los microRNAs (miRNAs) constituyen la categoría de mayor 
representación dentro de los sncRNAs pudiendo regular la expresión génica y 
participando en diversos procesos como proliferación, apoptosis, desarrollo, 
diferenciación y metabolismo celular entre otros. Por otra parte, los lncRNAs, 
constituyen una clase novel de moléculas reguladoras ampliamente distribuidas y 
escasamente caracterizadas en nuestro genoma. Los mismos representan la mayor 
parte de nuestro transcriptoma, constituyendo importantes modificadores de la 
expresión génica, involucrados en numerosos procesos de nuestra economía celular. 
Numerosas evidencias han establecido una coordinada relación entre la expresión 
aberrante de miRNAs y lncRNAs en el desarrollo de numerosos tipos de cáncer. 
Paralelamente, el clúster SOXC constituido por SOX4, SOX11 y SOX12 integran un 
grupo de 20 factores de transcripción de la superfamilia HMG. SOX11 y SOX12 
poseen importantes funciones en el desarrollo del sistema nervioso central, 
participando en el control de la proliferación celular, diferenciación y mantenimiento de 
la identidad celular durante la embriogénesis. Ambos genes no se expresan en tejido 
linfoide normales, pero se ha visto que SOX11 muestra expresión aberrante en 
diversos tipos de cáncer. SOX4 es el único miembro de la familia con función definida 
y de relevancia durante el desarrollo y diferenciación de células B. En el presente 
trabajo se realizó el análisis de expresión génica de los genes SOXC y del clúster 
miR17-92 en 70 pacientes con Linfoma de Células del Manto (LCM). En paralelo se 
analizó el perfil transcripcional del set completo de los 481 Transcribed Ultraconserved 
Regions (T-UCRs) en 85 pacientes con Leucemia Linfocítica Crónica (LLC) tratadas 
(T) y no tratadas (NT) in vitro con agonistas de TLRs (Toll like receptors) oligo CpG 
ODN2006. Asimismo se realizó una indagación exhaustiva de los perfiles 
transcripcionales de lncRNAs y genes codificantes en 76 pacientes con Linfoma 
Folicular (LF). El análisis de los clústeres SOXC y miR17-92 permitió evidenciar dos 
grupos de pacientes: con sobreexpresión de SOX11/SOX12/miR19b/miR92a (Clúster 
A) y con aumento de los niveles de SOX4/mir17/miR18a (Clúster B). La correlación 
con características clínicas mostró diferencias significativas en la localización 
ganglionar, niveles de proliferación, morfología blastoide y sobrevida más corta, con 
peor pronóstico para el Clúster A respecto del Clúster B, permitiendo distinguir por 
primera vez en LCM, pacientes asociados a un perfil de expresión de genes 
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codificantes y no codificantes específico. El análisis transcripcional de T-UCRs en 
pacientes con LLC T y NT con ODN2006 permitió identificar que la expresión del 
lncRNA uc.70 estratifica de manera más precisa la progresión de los pacientes con 
LLC, tanto en individuos asociados a buen pronóstico, como aquellos asociados a una 
enfermedad agresiva. En relación a los patrones transcripcionales de lncRNAs y genes 
codificantes descubiertos en pacientes con LF, se seleccionaron lncRNAs candidatos 
potencialmente involucrados con vías y caminos de señalización relacionados a la 
agresividad y heterogeneidad de la patología, haciendo foco en lncRNAs 
diferencialmente expresados (DE) que pudieran ser reguladores putativos de genes 
codificantes DE basándose en la coexpresión de los mismos. Los hallazgos 
encontrados en el presente trabajo apuntan a una íntima relación entre los perfiles de 
expresion de ncRNAs y las patologías analizadas, sugiriendo a este nuevo estrato 
transcripcional del genoma como potenciales nuevos targets en cáncer. Estos 
resultados constituyen un aporte original al conocimiento de las características 
biológicas de las entidades en estudio permitiendo así, evidenciar con mayor 
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1.1. Transcripción del genoma humano 
 De los 3,2 billones de pares de bases (pb) que representan el genoma humano, 
sólo aproximadamente el 1,5% tiene capacidad codificante (Lander et al, 2001). 
Paralelamente, se ha descubierto que el 75% de las secuencias genómicas se 
transcriben hacia RNA en un amplio y diverso número de líneas celulares, solo un 25% 
es atribuible a genes codificantes de proteínas (GCP) (Djebali et al, 2012). Fue así 
como el término transcripción global ha sido utilizado para hacer referencia a una 
amplia variedad de especies de RNAs que están siendo detectados por tecnologías 
masivas de amplia escala. 
 
Mientras que los primeros métodos de análisis basados en la clonación 
revelaron más de 7000 genes humanos en los años 1970 y 1980 (Matsubara and 
Okubo 1993), los abordajes a gran escala de EST (expression sequences tags) en la 
década de 1990 sugirieron que el número estimado de genes estaba dentro del 
intervalo 35000-100000 (Liang et al, 2000). La finalización del Proyecto Genoma 
Humano redujo considerablemente el enfoque destacando un número mucho menor 
respecto a lo considerado anteriormente, que es ahora convencionalmente citado 
cercano a 25000. Por otra parte, estudios posteriores sobre el transcriptoma han 
revelado una elevada variedad y número de RNAs no codificantes (ncRNAs). Estos 
elementos transcripcionalmente activos son muy abundantes en todos los organismos 
estudiados hasta la fecha, desde la levadura a los seres humanos (Birney et al, 2007; 
Kapranov et al, 2007; van Dijk et al, 2011), y representan una discordancia con el 
dogma central de la biología ya que no se encuentran involucrados en la síntesis de 
proteínas. Sin embargo, durante la última década, numerosos estudios han 
demostrado que los ncRNAs pueden presentar funciones biológicas indirectamente 
relacionadas con la expresión de GCP, complementando la visión clásica descripta en 
el dogma central de la biología molecular, pudiendo operar a través de una amplia 
gama de mecanismos bien definidos. Asimismo, debido a su elevada abundancia y 
teniendo en cuenta datos que estiman que hasta un 70% del genoma humano se 
transcribe en RNA (Djebali et al, 2012) se han generado debates en cuanto a si la 
transcripción de los ncRNA refleja procesos biológicos verdaderos o si estos 
transcriptos pueden estar representando subproductos debido a errores en el proceso 
de transcripción.   
 Estos avances han ido acompañados de descubrimientos igualmente 
interesantes al analizar el papel de ncRNAs en diversas patologías, especialmente el 
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cáncer, apoyando la importancia de estos genes en diversas funciones celulares. La 
evidencia inicial sugiere que los ncRNAs, particularmente los ncRNAs largos 
(lncRNAs) y los microRNAs (miRNAs), tienen funciones esenciales en la tumorigénesis 
(Calin et al, 2004; Mu et al, 2009; Balatti et al, 2015; Garofalo et al, 2015), y que la 
biología de los ncRNA ocupa un lugar central en la progresión del cáncer (Gibb et al, 
2011; Lujambio and Lowe, 2012; Gutschner and Diederichs 2012). Existe asimismo un 
aumento constante del número de ncRNAs definidos que se encuentran asociados con 
el desarrollo neoplásico, situación que está generando nuevas hipótesis acerca de la 
biología de las células malignas. 
1.2. Características de los ncRNAs 
 Los ncRNAs son transcriptos de RNA que por definición carecen de la 
capacidad de codificar proteínas. Actualmente se los dividen en dos categorías 
principales basadas en la longitud de los mismos: ncRNAs pequeños (small non 
coding RNAs, sncRNAs) constituidos por hasta 200 pb, y lncRNAs (long noncoding 
RNAs) representados por transcriptos de 200 pb o más (Gibb et al, 2011). Asimismo, 
dentro de cada una de estas categorías existen numerosas clases individuales de 
ncRNAs, con heterogeneidad respecto al avance biológico y experimental de cada una 
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Repeat-associated ncRNAs ? ? 
Antisense RNAs Si 
Expresión 
génica 
Promoter-associated long RNAs 
(pncRNA) 
? ? 
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1.3. RNAs no codificantes pequeños  
1.3.1. miRNAs: Historia y características 
 
 Dentro del gran conjunto de ncRNAs, la categoría que mayor crecimiento ha 
experimentado hasta la fecha ha sido la de los sncRNAs (Taft et al, 2010; Gibb et al, 
2011), que engloba una amplia diversidad de especies diferentes, entre los que se 
destacan los miRNAs (Gibb et al, 2011).  
Los miRNAs se caracterizan por su tamaño pequeño de 18-25 nucleótidos de 
longitud, y su elevado grado de conservación evolutiva siendo componentes claves de 
un sistema de regulación génica mediado por RNAs en eucariotas (Lujambio and 
Lowe; 2012; Carrington and Ambros 2003). Estas moléculas juegan un papel 
regulatorio muy importante en animales y plantas por medio de su unión a un RNA 
mensajero blanco, dando lugar a la escisión de éste y/o la represión de su traducción a 
proteína (Bartel, 2004). Los miRNAs intervienen en el control del desarrollo, el 
mantenimiento de células madre, así como en numerosos procesos de la homeostasis 
celular fisiológica (Carrington and Ambros, 2003), incluyendo la proliferación, 
diferenciación y apoptosis, mientras que su desregulación puede contribuir a la 
carcinogénesis (Bartel, 2009; Lujambio and Lowe, 2012).  
 
En 1993 Rosalind Lee, Rhonda Feinbaum y Victor Ambros, descubrieron que el 
gen lin-4 que controla el desarrollo del nematodo Caenorhabditis elegans no codificaba 
para una proteína, sino para un par de RNAs pequeños de aproximadamente 22 
nucleótidos de longitud (Lee et al, 1993). Posteriormente observaron que el mismo 
tenía una secuencia complementaria con la región 3’UTR del gen, regulando de 
manera postranscripcional el RNA mensajero de lin-14 (Lee et al, 1993; Wightman et 
al, 1993). Siete años después de este importante hallazgo, se descubrió un segundo 
miRNA, let-7, también en nematodos (Reinhart et al, 2000), proporcionando otro 
ejemplo de regulación postranscripcional por medio de RNAs pequeños (Slack et al, 
2000; Vella et al, 2004). Esto abrió la posibilidad de evidenciar su presencia en otras 
especies (He and Hannon 2004), situación confirmada debido al elevado grado de 
conservación evolutiva, incluyendo a los humanos (Pasquinelli et al, 2000; Lee and 
Ambros, 2001). Desde su descubrimiento, el conocimiento sobre los miRNAs se ha 
incrementado de forma exponencial. Así, de acuerdo con el recuento realizado en la 
ultima versión del miRBase (base de datos destinada al registro de miRNA, 
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www.mirBAse.org) se describen en Homo Sapiens 1881 entradas de precursores de 
miRNAs y 2588 de miRNAs maduros.  
 
 Sin duda, el conocimiento de los miRNAs ha cambiado nuestra comprensión de 
la regulación de la expresión génica, ya que actualmente se sabe que los mismos son 
capaces de regular cientos de genes y coordinar diversos procesos.  
 
1.3.2. Biogénesis 
La mayoría de los genes que codifican para miRNAs se encuentran en 
regiones intrónicas de genes codificantes (Rodriguez et al, 2004), aunque también es 
posible encontrar miRNAs en regiones exónicas o intergénicas (éstas últimas en 
menor proporción) habiéndose establecido que su transcripción podría ser 
independiente de las regiones promotoras de los genes que los contienen (Lau et al, 
2001; Zeng et al; 2006). De esta manera, los miRNAs tienen sus propios elementos de 
regulación constituyendo unidades independientes de transcripción (Lau et al, 2001; 
Rodriguez et al, 2004; Zeng, 2006) (Figura 1). 
  






















Figura 1: Localización genómica y estructura génica de los miRNAs. UT: Unidad de 
trascripción. (adaptado de Kim et al, 2009).  
 
 
Los miRNAs se pueden transcribir en ambos sentidos, sense y antisense 
(Lagos-Quintana et al 2001; Lau et al, 2001, Rana et al, 2007) y en mamíferos se 
encuentran frecuentemente organizados en clústeres (Lagos-Quintana et al, 2001), 
que se transcriben desde una misma unidad de transcripción policistrónica. Hay otros 
casos en los que los miRNAs son derivados de promotores de genes separados (Kim 
et al, 2009). Las secuencias de los genes que codifican para miRNAs se encuentran 
muy conservadas entre distintas especies, con genes ortólogos en otras especies, 
como cabría esperar dado su rol en la regulación génica. Asimismo, muchos de los 
miRNAs de mamíferos tienen múltiples parálogos que probablemente son el resultado 
de duplicaciones génicas, así como también homólogos dentro de su misma especie 
(Kim et al, 2009).  
La síntesis de los miRNAs se realiza en el núcleo de la célula y su maduración 
se inicia en el núcleo y se completa en el espacio citoplasmático, tal como se 
esquematiza en la Figura 2. Los miRNAs se transcriben en su mayor parte por la 
acción de la RNA polimerasa II (Lee et al, 2004; Cai et al, 2004) y, en una minoría de 
UT no codificante con miRNA intrónico 
UT no codificante con miRNA exónico 
UT codificante con miRNA intrónico 
UT codificante con miRNA exónico 
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casos, por la RNA polimerasa III (Borchert et al, 2004) dando lugar a un transcripto 
primario llamado pri-miRNA con estructura de stem-loop. El primer paso de la 
maduración es la escisión de la estructura stem-loop del pri-miRNA por la 
endonucleasa tipo RNasa III llamada Drosha (Lee et al, 2003), que en mamíferos está 
asociada a DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8) Microprocessor 
Complex Subunit (Han et al, 2004). Esto da lugar a una estructura de unos 65 
nucleótidos llamada pre-miRNA (Denli et al, 2004; Kim et al, 2009; Esteller et al, 2011) 
que es exportada al citoplasma por la Exportina 5 (XPO5), miembro de la familia de 
Carioferinas,  proteínas implicadas en el transporte nuclear (Kim et al, 2004; Lund et 
al, 2004). Una vez en el citoplasma, el pre-miRNA es escindido por la endonucleasa 
Dicer (Hutvagner et al, 2001, Bernstein et al, 2001), asociada a las proteínas TRBP 
(Trans-Activation Responsive RNA-Binding Protein) (Chendrimada et al, 2005; Haase 
et al, 2005) y PACT (Protein ACTivator of interferon induced protein kinase)  (Lee et al, 
2006), dando lugar a una molécula de doble cadena de unos 22 nucleótidos conocida 
como miRNA dúplex. 
 
 




Figura 2: Representación de la biogénesis de los miRNAs (Krol et al, 2010). 
 
A continuación, se separan las dos cadenas y una ellas da lugar al miRNA 
maduro que se incorporará al complejo ribonucleoproteico conocido como RISC (RNA 
induced silencing complex) (Khvorova et al, 2003; Du et al, 2003), que pasará a 
llamarse entonces miRISC. Este complejo se encuentra formado por las proteínas 
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Dicer, Argonauta (argonauta1-argonauta 4), TRBP y PACT. Una vez procesado el pre-
miRNA por Dicer, la hebra más abundante es denominada miRNA, mientras que la 
menos abundante se distingue como hebra pasajera o miRNA* (Khvorova et al, 2003; 
Du et al, 2003). Si bien la razón por la que se elige una u otra cadena no está clara, 
algunos estudios sugieren que la selección de la hebra estaría determinada por la 
relativa estabilidad termodinámica de las dos cadenas finales del dúplex. Normalmente 
la cadena que se elige y pasa a formar parte del miRISC es la que tiene menos 
estabilidad en el extremo 5’ (Krol et al, 2010; Du et al, 2003). El miRNA* en principio se 
pensaba que tenía menor actividad funcional y era degradado. No obstante, esta 
cadena puede también en ocasiones formar parte del complejo RISC (Okamura et al, 
2009; Krol et al, 2010), de forma que, ambas hebras, miRNA y miRNA*, resultan 
funcionales (Murakami et al, 2005; Ro et al, 2007).  
 
Inicialmente, en las primeras versiones de miRBase, sólo se encontraba 
anotado un bajo porcentaje de los miRNAs* (80 miRNAs*, 8% de un total de 940 
miRNAs, en la versión 15 de MiRbase) (Kuchenbauer et al, 2011), debido en parte a la 
baja expresión de los mismos. Con el advenimiento de tecnologías masivas de análisis 
génico como NGS (Next-Generation Sequencing) se ha podido profundizar mucho 
más la información relacionada a miRNA/miRNA* (Kuchenbauer et al, 2011). Trabajos 
recientes demuestran que dicha relación es extremadamente variable, dependiendo en 
gran parte de la pareja de miRNA. Un interesante estudio revela que el 50% de las 
parejas de miRNA presentan una hebra dominante, un 10% muestra expresión 
comparable de ambas hebras, mientras que el 40% restante presentan relaciones muy 
variables. Un ejemplo interesante es el dúplex miR-223 que actúa regulando la 
diferenciación mieloide mediante la acción conjunta de las dos hebras (Kuchenbauer 
et al, 2011). Una vez que la cadena seleccionada de miRNA maduro se ha unido al 
complejo RISC formando el miRISC, la misma hace de guía a dicho complejo y se une 
a la región 3’ UTR del mRNA blanco con el suficiente grado de complementariedad 
para bloquear su traducción manteniendo la importancia de dicha hebra madura para 
el reconocimiento.  
 
1.3.3. Nomenclatura de los microRNAs 
Las guías para la anotación de miRNAs fueron establecidas por Ambros et al 
(2003), y se depositan en la base de datos miRBase, que es el repositorio online 
central para la nomenclatura, secuencia, anotación y predicción de blancos de 
miRNAs (Kozomara and Griffiths-Jones, 2014). Esta base de datos junto con otras 
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posteriores, son la fuente de información fundamental acerca de las reglas básicas 
que determinan la nomenclatura de los miRNAs (http://www.mirbase.org).   
 
En general el número asignado a los miRNAs es secuencial a su 
descubrimiento. Hay algunas excepciones a esto: así, si se describe un miRNA en una 
especie (sp) distinta a la humana pero que es idéntica al equivalente en humanos 
(hsa-miR-X), se sugiere que se denomine el miRNA de esa especie con el mismo 
número utilizado en la especie humana (sp-miR-X), con la única diferencia del prefijo 
utilizado. El miRNA maduro se nombra con la R de miR en mayúscula, mientras que el 
gen del que deriva el miRNA maduro se nombra sin la R mayúscula, (ej: mir-21 se 
refiere al gen que codifica el miR-21). Cuando tras el número principal se añade un 
guión seguido de un número significa que distintas secuencias precursoras y loci 
genómicos expresan secuencias maduras idénticas. Así, miR-21-1 y miR-21-2 
corresponden a dos miRNAs maduros idénticos sintetizados a partir de genes 
distintos. La adición de letras distintas como sufijos tras el número de miR, como en el 
caso de miR-135a y miR-135b, se utiliza para denotar secuencias maduras 
estrechamente relacionadas, que se expresarían a partir de sus precursores mir-135a 
y mir-135b, respectivamente. Cuando la relativa abundancia indica cual es la hebra 
predominantemente expresada, la secuencia madura se expresa sin asterisco (ej: 
miR-56), mientras que el número seguido de un asterisco (miR-56*) identifica la 
secuencia madura derivada del brazo opuesto del precursor. Si los datos no son 
suficientes para determinar cuál es la secuencia madura predominante, las hebras 
respectivas se denominan por el brazo de la secuencia del miRNA maduro de la que 
se originan, así, miR-142-5p del brazo 5’ y miR-142-3p del brazo 3’. Actualmente, se 
tiende a nombrar a los miRNAs por el brazo del que se producen más que por la 
abundancia relativa de cada hebra. En este sentido, en la actual versión del miRBase 
se encuentra en primer lugar el nombre del miRNA (ej: hsa-mir-96, que es el precursor 
stem-loop, pre-miRNA) y, posteriormente, se especifican los dos miRNAs maduros 
(miR-96-5p, miRNA maduro del brazo 5’ y miR-96-3p, miRNA maduro del brazo 3’). 
Dado que la hebra predominante no siempre se encuentra en el mismo brazo, en 
algunas ocasiones la denominación es al revés (ej: miR-223-5p corresponde al 
previamente conocido como miR-223* y miR-223-3p corresponde al previamente 
conocido como miR-223). 
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1.3.4. Mecanismos de acción 
 La función mejor estudiada de los miRNAs es la de inhibir la traducción génica 
de sus blancos. La especificidad de los mismos viene determinada principalmente por 
la complementariedad entre las posiciones 2-8 de la región 5’ del miRNA (llamada 
secuencia semilla, del inglés “seed sequence”) con la región UTR3’ de sus mRNA 
blanco (Bartel et al, 2009), considerado el mecanismo canónico de regulación génica 
por miRNAs a través de interacciones con la región UTR3’. Dependiendo del grado de 
complementariedad del miRNA con su mRNA blanco se pueden dar dos situaciones 
distintas: cuando son perfectamente complementarios, el complejo RISC inducirá 
degradación del mRNA blanco, mientras que, cuando la complementariedad no es 
completa, se bloqueará temporalmente la traducción de este mRNA a proteínas (Bartel 
et al, 2009). Independientemente del mecanismo utilizado, el resultado final será la 
reducción de los niveles proteicos (Garzon et al, 2010). En humanos, el mecanismo 
más frecuente es la represión de la traducción (Bartel et al, 2004). Los mRNA cuya 
traducción ha sido reprimida por los miRNAs, pueden ser acumulados en “focos” 
citoplasmáticos llamados P bodies (processing bodies) o GW-bodies (glycine-
tryptophan bodies) (Chen et al, 2013). La inhibición de la biogénesis de miRNAs causa 
la desaparición de los P bodies y existe una correlación positiva entre la represión 
mediada por miRNAs y la acumulación en los P bodies de mRNA (Moqadam et al, 
2012). No siempre se requiere una perfecta complementariedad de bases con la 
secuencia semilla del miRNA para que se produzca la unión de miRNA-mRNA. Existen 
varias posibilidades de unión del miRNA a su mRNA blanco, tal como se ilustra de 




























Figura 3. Posibilidades de unión del miRNA a su mRNA blanco. Las secuencias semilla de los 
miRNAs maduros están representadas en rojo (Moqadam et al, 2012).  
  
Como se ha explicado anteriormente, debido a que hacen falta pocos 
nucleótidos para la unión mRNA-miRNA, cada miRNA tiene el potencial de unirse a un 
gran número de genes, que se estima en unos 500 por cada familia de miRNAs. A su 
vez, se considera que un 60% de los mRNAs poseen una o más secuencias 
conservadas durante la evolución que podrían interaccionar con miRNAs (Garzon et 
al, 2010; Lewis et al, 2003; Krek et al, 2005). Asimismo, varios miRNAs pueden tener 
como blanco un mismo gen, de forma tal que pueden cooperar para regular la 
expresión del mismo (Ivanovska et al, 2008; Garzon et al, 2010). También se han 
descripto otros mecanismos “no canónicos” por medio de los cuales los miRNAs 
ejercen otras funciones de regulación (Figura 4). Entre ellos la activación de la 
traducción mediante la unión de un determinado miRNA a la región UTR 5’ de su gen 
blanco, activando la expresión proteica de dicho gen de manera post-transcripcional. 
Un ejemplo de esta función sería la estimulación de la traducción del RNA del virus de 
la hepatitis C por el miR-122 (Stark et al, 2007; Ørom et al, 2008). Otros estudios han 
mostrado que los miRNAs pueden también regular la expresión génica a nivel 
transcripcional uniéndose directamente al DNA (Kim et al, 2008; Khraiwesh et al, 
2010), regulando mecanismos epigenéticos de silenciamiento del DNA (Kim et al, 
2008; Khraiwesh et al, 2010) o guiando la formación de la heterocromatina en la región 
promotora (González et al, 2008). 
 














Figura 4: Principales funciones de los miRNAs. (Adaptado de Garzon et al, 2010). 
 Asimismo,  se ha descrito una nueva función de los miRNAs mediante la unión 
a ribonucleoproteínas (proteínas de unión al RNA) e interferencia en la unión de las 
mismas con su RNA blanco, conocida con el nombre de decoy activity (Eiring et al, 
2010), situación que ha planteado un cambio en el paradigma de la función de estos 
genes. 
 
1.3.5. Regulación de los miRNAs 
La mayoría de los miRNAs parecen estar bajo el control de la señalización 
específica del momento del desarrollo y/o del tipo de tejido (Landgraf et al 2007). En 
general, cualquiera de los procesos que pueden alterar la expresión de un GCP puede 
afectar también a los miRNAs y modificar su expresión (Davis et al, 2009; Turner et al, 
2009). Entre ellos encontramos: mutaciones, deleciones, amplificaciones, 
translocaciones o polimorfismos. Asimismo, los miRNAs pueden estar regulados, por 
mecanismos epigenéticos tales como la metilación de la región promotora o 
modificaciones de histonas. (Figura 5 A). Además, existe un control de la expresión 
por factores de transcripción y por mecanismos de retroalimentación autoregulatorios 
(Figura 5 B) (Johnston et al, 2005; Krol et al, 2010).  
 
















Figura 5. Regulación de la transcripción de los miRNAs (Krol et al, 2010). A) Activadores 
(verde) y represores (rojo) de la transcripción de miRNAs (factores de transcripción). 
B) Redes regulatorias de la expresión de miRNAs. 
 
 
Asimismo, la expresión de miRNAs se encuentra modulada por alteraciones en 
cualquiera de los elementos que intervienen en su procesamiento. En la Figura 6 se 
esquematizan algunos de los mecanismos que puedan afectar su procesamiento, tales 
como modificaciones en las moléculas reguladoras del mismo a distintos niveles, la 



































Figura 6. A) Esquema de los mecanismos regulatorios del procesamiento de los miRNAs 
mostrando la intervención de múltiples proteínas (Krol et al, 2010); B) SNPs que 
afectan la maquinaria de procesamiento de miRNAs (Ryan et al, 2010). 
 
 
 Asimismo, existen proteínas que regulan y modulan la función de los miRNAs 
mediante mecanismos de represión, entre ellas las proteínas AGO (Argonaute 1) y 
helicasas DDX58 (DEXD/H-Box Helicase 58) (Okamura et al, 2009; Czech et al, 2009; 
Krol et al, 2010). Por el contrario, la destrucción o recambio de los miRNAs está 
menos estudiada que su biogénesis. Se ha descripto que los miRNAs son moléculas 
muy estables y algunos estudios en líneas celulares o en órganos como el hígado o 
corazón indican que la vida media es larga, pudiendo ser de horas e incluso días 
(Beitzinger and Meister, 2010). Este proceso lento no es universal para todos los 
miRNAs (Krol et al, 2010) ya que algunos han mostrado un rápido recambio, como el 
miR-29b (Hu et al, 2015), y ciertos miRNAs en neuronas, como el miR96 o el miR124 
(Sim et al, 2014). 
 
1.3.6. miRNAs y neoplasias hematológicas 
Diversos estudios han reportado la expresión desregulada de numerosos 
miRNAs en neoplasias hematológicas (Calin et al, 2002; Ota et al, 2004; Iqbal  et al, 
2012). En este sentido se ha detectado asociación entre la ubicación de los miRNAs y 
las regiones genómicas involucradas en diferentes tipos de cáncer, observándose que 
A) B) 
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la mitad de los mismos se encontraban localizados dentro o cerca de sitios frágiles, en 
regiones de pérdida de heterocigosidad y de amplificación génica, o en puntos de 
ruptura habitualmente asociados a tumores (Calin et al,  2002). Entre ellos cabe 
destacar la expresión disminuida de los miR-15α y miR-16-1 en pacientes con 
leucemia linfocítica crónica (LLC) (Calin et al,  2002), así como la sobreexpresión del 
clúster C13orf25/miR-17-92 en linfomas de células B (He and Hannon 2004; Ota et al, 
2004; Tagawa et al, 2005), sugiriendo que el mismo podría tener potencial oncogénico. 
Particularmente en neoplasias linfoides, se ha planteado que la desregulación de 
ciertos miRNAs podría estar asociada a los mecanismos patogénicos que posibilitan el 
desarrollo de estas entidades. En base a esto, diversas evidencias experimentales han 
permitido clasificar subgrupos de miRNAs diferencialmente expresados en estas 
patologías, asociados a evolución clínica (Navarro et al, 2009; Iqbal et al, 2012).  
 
1.3.7. miR17-92 en cáncer 
Entre los diferentes miRNAs relacionados al desarrollo neoplásico se encuentra 
el mir17-92 cuya sobreexpresión se ha encontrado relacionada a la activación de la vía 
de señalización PI3K/AKT, resultando en la inhibición de la apoptosis inducida por 
quimioterapia en líneas celulares de linfoma de células de manto (LCM) (Rao et al, 
2012).  
El clúster miR-17-92 se halla situado en una región a 800 pb del gen C13orf25 
a nivel de 13q31.3 (Figura 7A) (Ota et al, 2004). El transcripto precursor derivado 
contiene seis estructuras con disposición en tándem que a su vez dan origen a seis 
miRNAs maduros: miR-17, miR18a, miR19a, miR20a, miR19b1 y miR92a (Ota et al, 
2004). Su estudio ha permitido identificar la presencia de parálogos en los 
cromosomas X y 7, identificados como clústers miR106a-363 y miR106b-25, 
respectivamente (Figura 7B). Asimismo, teniendo en cuenta las secuencias semillas se 
han definido tres familias de miRNAs; la familia miR-17, que incluye a miR-17, miR-
18a y miR-20a, la familia miR-19, que engloba a miR-19a y miR-18b-1, y la familia 

































Figura 7:  A) Localización genómica del clúster miR-17-92; B) Estructura del clúster miR17-92 
(localizado en el cromosoma 13) y sus dos parálogos miR106a-363 y miR106b-25 
ubicados en los cromosomas X y 7, respectivamente; C) Familias de miRNAs del 
clúster miR-17-92 de acuerdo al grado de homología de su secuencia semilla 
(negrita) (Adaptado de Dal Bo et al, 2015). 
13q31.3 
Cromosoma 13 (13q31.1) 
Cromosoma  X (q26.2) 
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Diversos estudios han comprobado que los miembros del clúster miR-17-92 
pueden ejercer funciones de manera independiente y/o coordinada para hacer blanco 
a un abanico de mRNAs. Diversas líneas de investigación han propuesto que este 
clúster regula múltiples procesos celulares que colaboran en la transformación 
neoplásica promoviendo la sobrevida celular, proliferación y angiogénesis (He and 
Hannon 2004; Ventura et al, 2008; Dews et al, 2010), siendo denominado ¨OncomiR-1¨ 
(He and Hannon 2004). Entre otras, ha sido involucrado en diversas neoplasias 
linfoides incluyendo linfoma difuso de células grandes B (LDCGB), LCM, linfoma de 
Burkitt y LLC (Ota et al, 2004; Tagawa et al, 2005; Lu et al, 2005; Volinia et al, 2006; 
Bomben et al, 2012; Navarro et al, 2009),  
 
En cuanto a sus niveles de expresión, se ha observado que los mismos pueden 
estar regulados por un número elevado de factores de transcripción con potencial 
oncogénico (Olive et al, 2010; Mogilyansky and Rigoutsos, 2013). En particular, el gen 
MYC (V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog), fue el primer factor 
de transcripción identificado como regulador de este clúster, activando su transcripción 
por unión directa al locus (He and Hannon 2004; Jin et al, 2013). Paralelamente, otros 
factores de transcripción, como los miembros de la familia E2F (E2F1, E2F2, E2F3) 
son por si mismos inductores de miR17-92. Los mismos cumplen funciones esenciales 
durante la progresión del ciclo celular activando un elevado número de genes en la 
fase S,  incluyendo DNA polimerasa, Ciclina A y Ciclina E. En este contexto, se ha 
observado que las células que se encuentran ciclando son más propensas a poseer 
elevados niveles de miR17-92 debido a un aumento de la actividad de E2F durante la 
fase S, mientras que las quiescentes tendrían menores niveles de expresión. Por otra 
parte, se ha probado que el factor de transcripción STAT3 (Signal Transducer And 
Activator Of Transcription 3) puede regular transcripcionalmente a este  clúster (Brock 
et al, 2009). 
 
Hasta la fecha son limitadas las investigaciones que se han llevado a cabo para 
elucidar las potenciales funciones del clúster miR17-92 en LCM. En particular, Navarro 
et al (2009) han evidenciado que la expresión aberrante de miR17-92, particularmente 
la sobreexpresión del mismo, se encontró asociada con la amplificación del locus que 
alberga dicho clúster (Navarro et al, 2009). Estos mismos autores observaron que los 
genes miR-17 y miR-20a, se asociaban a sobreexpresión del gen MYC permitiendo 
identificar pacientes con un comportamiento clínico de mayor agresividad y sobrevida 
global significativamente más corta que aquellos casos con elevada expresión de solo 
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uno de los candidatos analizados o de ninguno de ellos. Estos datos resultan de 
interés, sustentando la importancia de profundizar este aspecto de la biología del LCM.  
1.4. lncRNAs 
Si bien existen diversas especies de ARN que tienen >200 pb de longitud 
(Faulkner et al, 2009), el término lncRNA no abarca necesariamente a todas ellas. 
Concretamente, el mismo se refiere a aquellos RNAs no codificantes largos que se 
transcriben a partir de la RNA polimerasa II y se asocian a patrones epigenéticos 
comunes a GCP, como la trimetilación de la lisina 4 en la histona 3 (H3K4me3) en el 
sitio de iniciación de la transcripción o la trimetilación de la lisina 36 de la histona 3 
(H3K36me3) a través del cuerpo del gen (Guttman et al, 2010; Cabili et al, 2011; Chen, 
2016). Paralelamente, los lncRNAs usualmente están sujetos a splicing de múltiples 
exones para la generación de un transcripto maduro (Calin et al, 2007; Kim et al, 2010; 
Braconi et al, 2011) y su transcripción ocurre frecuentemente desde la región 
promotora de un gen independiente (Gibb et al, 2011).  
La mayoría de los lncRNAs presenta un alto nivel de divergencia de secuencia 
entre los diferentes organismos, incluso si pertenecen a especies taxonómicamente 
relacionadas. Si bien en la actualidad existen diversas formas de clasificación, uno de 
las primeras condiciones que se utilizó para su categorización fue su comportamiento 
transcripcional  (Figura 8) (Ponting et al, 2009). En base a esto y teniendo en cuenta 
su distribución y orientación respecto al GCP se clasifican en:  
• Sentido: se solapan con uno o más exones del GCP en la misma hebra. 
 
• Antisentido: se superponen a uno o más exones del GCP en la hebra opuesta. 
 
• Bidireccional: su transcripción como la del GCP en la hebra opuesta son próximas. 
 
• Intrónicos: se transcriben en su totalidad a partir de un intrón de un GCPs. 
 




























Figura 8: Clasificación de acuerdo a la localización genómica de lncRNAs en relación a GCP. 
Verde: lncRNAs, violeta: GCP.  
 
1.4.1. Identificación de lncRNAs 
 Muchos lncRNAs, como XIST (X inactive specific transcript) o H19 (Imprinted 
Maternally Expressed Transcript) fueron descubiertos entre finales de los años ´80s y 
comienzos de los ´90s mediante la búsqueda de clones de interés en librerías de 
cDNA (Brown et al, 1991; Bartolomei et al, 1991).  Dichas investigaciones tenían como 
objetivo principal poder identificar nuevos genes relevantes en procesos biológicos 
específicos a partir del estudio de los perfiles de expresión. En ese momento, la 
mayoría de los genes descubiertos eran codificantes, y esto suponía ser la regla 
general, con un puñado de excepciones, como lo sucedido con XIST, que 
posteriormente fue identificado como un gen no codificante mediante observaciones 
experimentales secundarias (Brown et al, 1991).  
 Durante la última década, numerosos análisis masivos a gran escala se han 
focalizado en la identificación de especies no catalogadas de ncRNAs de manera 
< 1000 pb 
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integral. El descubrimiento de los mismos ha permitido establecer un cambio de 
paradigma, traducido en el diseño y desarrollo de avances experimentales como los 
DNA tiling arrays y secuenciación del RNA (RNA-Seq) (Cheng et al, 2005; Carninci et 
al, 2005; Trapnell et al, 2010; Guttman et al, 2010; Prensner et al, 2011). Estas 
plataformas han provisto sistemas que hacen factible evidenciar la transcripción de 
diversas especies de RNAs de manera específica destacando la transcripción global 
de los ncRNAs. Mientras que los microarrays de cDNA convencionales permitían la 
detección solamente de los transcriptos representados por sondas específicas, la 
introducción de la técnica de RNA-Seq como herramienta estándar en los análisis 
transcriptómicos a gran escala ha mostrado la existencia de numerosos lncRNAs en 
diversos tipos celulares con patrones de expresión tejido especifico (Guttman et al, 
2009; Grabherr et al, 2011; Prensner et al, 2011, Yan et al, 2015). 
1.4.2. Clasificación de lncRNAs 
Si bien el estado de anotación del genoma no codificante se encuentra en 
estadios tempranos de desarrollo, el campo ahora posee la suficiente perspectiva para 
establecer un marco conceptual lógico para la clasificación del universo transcripcional 
del genoma no codificante. Por otra parte, aunque algunas especies de lncRNAs 
comparten propiedades con GCP, tales como estar sujetos a la misma maquinaria de 
splicing, poliadenilación y conservación de secuencia, muchos otros no lo hacen 
poniendo en relieve las diferencias en cuanto al espectro funcional de los mismos (St 
Laurent G et al, 2007; Mattick et al, 2009; Guttman et al, 2009; Kapranov et al, 2010; 
Wahlestedt et al, 2013; Kapranov et al, 2012; Morris et al, 2014). 
Actualmente existen diversas formas y categorías de clasificación de lncRNAs. 
Las más relevantes se basan en la longitud de los transcriptos, en su asociación con 
GCP, con elementos de función establecida de nuestro genoma, con repeticiones, en 
su correlación a vías de señalización particulares, localización, función o conservación 
de secuencia. En el presente trabajo, se tomará la clasificación relacionada con la 
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1.4.2.1 lncRNAs altamente conservados 
1.4.2.1.1 T-UCRs (Transcribed Ultraconserved Regions) 
 Los T-UCRs fueron descubiertos en el año 2004 por comparaciones in sílico de 
los genomas humanos, de rata y ratón (Bejerano et al, 2004). Corresponden a 481 
elementos genómicos de más de 200 pb. con un rango de oscilación entre 200 a 779 
pb que se hallan absolutamente conservados, ya que poseen un 100% de identidad 
sin inserciones o deleciones entre los genomas de las tres especies mencionadas. 
Incluso se ha logrado evidenciar que los SNPs están subrepresentados en T-UCRs. 
(Bejerano et al, 2004).  
 Asimismo, se ha planteado que tales niveles de conservación genómica 
podrían ser una señal de un fuerte efecto de selección natural (Katzman et al, 2007). 
Estos elementos se encuentran ampliamente distribuidos en nuestro genoma, excepto 
en los cromosomas 21 e Y, y localizados frecuentemente en clústeres (Figura 9) 








Figura 9: Representación de la distribución de T-UCRs a través del genoma humano (Bejerano 
et al, 2004). 
 
 Originariamente, y tomando como enfoque las regiones que se solapaban con 
GCP, 111 (23%) fueron categorizadas como exónicas, 256 (53%) como no-exónicas y 
las restantes 114 (24%) como parcialmente exónicas dado que presentaban una 
evidencia transcripcional no concluyente (Bejerano et al, 2004). Posteriormente, 
mediante la obtención de anotaciones más nóveles del genoma (hg18), Mestdagh et al 
(2010) realizaron una notación más detallada de todas las secuencias de los T-UCRs 
generando una clasificación que incluye 5 categorías principales en las que el 38,7% 
de los elementos son intergénicos, 42,6% intrónicos, 4,2% exónicos, 5% parcialmente 
exónicos y el restante 5,6% son secuencias que contienen exones (exón containing). 
En un pequeño porcentaje (3,9%) se ha visto que la anotación genómica puede ser 
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variable debido a que los genes huésped presentan diversas variantes de splicing y 
estos T-UCRs han sido denominados como múltiples (Figura 10). 
 
 
Figura 10: Clasificación de la localización genómica de T-UCRs con respecto a los genes   
codificantes de proteínas definidas por Refseq (Peng et al, 2013).  
 
 Los T-UCRs intergénicos se encuentran habitualmente en los denominados 
¨desiertos genómicos¨ que se extienden más de 1 Mb (megabases). Precisamente, se 
ha podido ver que 140 T-UCRs no exónicos se localizan a una distancia mayor de 10 
kb (kilobases) de cualquier gen conocido y 88 de estos a una distancia aún mayor a 
100 kb. Asimismo, se ha observado que un set de 156 T-UCRs se encuentra asociado 
espacialmente a GCP con funciones cruciales en el desarrollo. De hecho, se ha 
comprobado que uno de estos elementos, el uc.351, se encuentra contenido en un 
enhancer situado a 225 kb aguas arriba del gen DACH (homolog of the Drosophila 
dachshund gene), involucrado en el desarrollo del cerebro y órganos sensoriales 
(Bejerano et al, 2004).  
 Paralelamente se ha observado que existen 93 GCP que se solapan 
espacialmente con T-UCRs de tipo exónico. Dichos genes han sido asociados 
funcionalmente a la unión al RNA, regulación del splicing, sitios de reconocimiento de 
RNA (incluyendo a miembros de la familia SFRS [Serine/Arginine-Rich Splicing Factor 
Kinase 1]), como así también a motivos de unión al DNA. Paralelamente, estas 
funciones se hallan enriquecidas en un grupo de 225 GCP que se ubican 
espacialmente cercanos a T-UCRs de tipo no exónico. Bejerano et al (2004) sugieren 
asimismo que los T-UCRs exónicos podrían estar asociados con el procesamiento del 
RNA y los no exónicos con la regulación de la transcripción del DNA. Por otra parte, se 
ha podido confirmar que los T-UCRs se encuentran también localizados en sitios 
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frágiles o regiones genómicas relacionadas a cáncer, como regiones mínimas de 
amplificación o de pérdida de heterocigocidad (Rossi et al, 2008). 
1.4.2.1.2 Potenciales funciones de los T-UCRs 
 El notable y elevado grado de conservación de secuencias de los T-UCRs 
implica que estos elementos genómicos pueden tener potenciales funciones de 
importancia en la ontogenia y filogenia de mamíferos y otros vertebrados. Si bien se ha 
visto que no presentan variaciones en el número de copias (Derti et al, 2005), la 
producción de deleciones de estas regiones en ratones knock-out no fueron asociadas 
con ninguna anormalidad fenotípica (Ahituv et al, 2007), por lo que no tendrían 
funciones específicas relacionadas con la homeostasis y viabilidad celular. 
 Diversos estudios experimentales indican que los T-UCRs pueden actuar como 
importantes reguladores del genoma en los vertebrados, ya sea como moduladores de 
la actividad de enhancers de largo alcance (Pennacchio et al, 2006; Paparidis et al, 
2007; Licastro et al, 2010), en el mantenimiento de los niveles de expresión de los 
genes implicados en la regulación post-transcripcional por splicing alternativo, 
asociados al nonsense-mediated mRNA decay (Lareau et al, 2007; Ni et al, 2007), 
como modificadores epigenéticos o como coactivadores transcripcionales (Bernstein et 
al, 2006).  
 Paralelamente se ha propuesto que determinados T-UCRs podrían funcionar 
como oncogenes en algunas células tumorales. Específicamente el uc.73 mostró un 
incremento en las células de cáncer colorectal produciendo una disminución de la 
apoptosis (Calin et al, 2007). Mestdag et al (2010) mediante algoritmos de genómica 
integrativa pudieron observar asociaciones de un amplio número de T-UCRs con vías 
de señalización y funciones celulares relacionadas al desarrollo tumoral, como 
proliferación, apoptosis y diferenciación. Utilizando esta metodología en 
neuroblastoma, uno de los clústeres de mayor prominencia contenía diversos T-UCRs 
relacionados con la expresión de GCP involucrados en el ciclo celular, replicación y 
reparación del DNA (Figura 11). 




Figura 11: Red funcional de T-UCRs diferencialmente expresados en neuroblastoma 
(Mestdagh et al, 2010). 
 
 Si bien las funciones de los T-UCRs resultan difíciles de precisar, con el paso 
del tiempo distintas investigaciones están permitiendo ampliar nuestro conocimiento al 
respecto y entender con mayor detalle los mecanismos desempeñados por estas 
moléculas. En base a esto, recientemente se ha detectado un mecanismo regulatorio 
de inhibición por parte de T-UCRs hacia miRNAs (Liz et al, 2014), demostrando que el 
T-UCR uc.283 se une directamente a la estructura primaria del miRNA 195, el pri-
miR195, y que esta unión depende exclusivamente de la interacción de 11 nucleótidos 
complementarios entre ambos ncRNAs, inhibiendo el procesamiento del pri-miRNA195 
mediante el bloqueo de la unión de DGCR8, proceso crucial para la formación de un 
miRNA maduro (Figura 12).  
 
 














Figura 12: En células normales el T-UCR 283 se transcribe desde una región rica en CpG no 
metilada y complementaria entre el T-UCR 283 y el pri-miR-195, previniendo el 
clivado del pri-miRNA por parte de Drosha. En ciertas células neoplásicas, el 
silenciamiento transcripcional de T-UCRs por la hipermetilación del promotor en islas 
CpG impide la producción de miR-195 de manera regulada. (Adaptado de Liz et al, 
2014). 
 
1.4.2.1.3 T-UCRs y cáncer 
 Desde un punto de vista histórico, Calin et al (2007) fueron los primeros en 
investigar posibles funciones de T-UCRs en cáncer, haciendo un principal enfoque en 
LLC, cáncer colorectal y carcinoma hepatocelular. Este análisis permitió detectar 
patrones específicos de expresión de T-UCRs en los diferentes tipos de neoplasias 
analizadas, sugiriendo que variaciones en sus perfiles de expresión estarían asociados 
a distintos tumores. Estos hallazgos permitieron sugerir a estos elementos genómicos 
como potenciales nuevos marcadores para el diagnóstico y pronóstico de estas 
patologías. Posteriormente, Scaruffi et al (2009) exploraron los niveles de expresión de 
distintos T-UCRs en neuroblastoma, observando una expresión diferencial en 28 T-
UCRs asociados a mejor evolución clínica. Asimismo, ambos trabajos mostraron que 
la transcripción de T-UCRs estaba regulada por la actividad de miRNAs, y permitieron 
comprobar la interacción de parejas miRNA/T-UCR, indicando la existencia de un 
mecanismo regulatorio que involucraba a ambas clases de ncRNAs. De esta manera 
se evidenció por primera vez la existencia de una red que incluye la cooperación de 
genes no codificantes en el crecimiento tumoral (Calin et al, 2007). 
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epigenéticos como potenciales reguladores de T-UCRs, particularmente se vio que 
hasta un 78% de los T-UCRs intergénicos con expresión aberrante en neuroblastoma 
se asociaban con islas CpG en la región promotora de los genes que las albergaban 
(Scaruffi et al, 2009). 
 Por otra parte, al igual que la hipermetilación de miRNAs puede contribuir al 
desarrollo tumoral (Lujambio et al, 2009), eventos similares pueden ocurrir con genes 
que albergan a T-UCRs específicos. La Tabla 2 resume los principales estudios en el 
campo de los T-UCRs y cáncer demostrando los mas relevantes hallazgos en cada 
uno de ellos.  
 
Tabla 2: Principales investigaciones en relación a T-UCRs y cáncer. 
Referencia Tipo Tumoral Principal Hallazgo 






Identificación de perfiles transcripcionales 





T-UCRs localizados en sitios frágiles y CAGRs 












Identificación de perfiles de expresión de T-






Hipermetilación de islas  












1.4.2.2 lncRNAs con escasa conservación de secuencia 
Por una cuestión de practicidad, al hablar de lncRNAs cuyo grado de 
conservación estructural es exiguo, se hace referencia a la forma y funcionalidad de 
acción que poseen estos elementos sobre otros de nuestro genoma. En este contexto, 
se ha comprobado que diversos lncRNAs pueden estar involucrados en la regulación 
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de la transcripción, como elementos en cis o en trans, pudiendo influir activando o 
reprimiendo la transcripción de determinados genes y por ende sus patrones de 
expresión génica. 
1.4.2.2.1 Regulación de lncRNAs en cis 
La regulación que ocurre en cis involucra principalmente la presencia de un 
lncRNA regulador y un gen blanco que se transcriben desde el mismo locus (Nagano 
et al, 2009). Sin embargo, recientes hallazgos sugieren que los denominados cis-
acting lncRNAs también podrían ejercer funciones regulatorias en trans (Martianov et 
al, 2007; Jeon et al, 2011; Schmitz et al, 2016) destacando la importancia de estos 
elementos transcripcionalmente activos en la regulación génica. Uno de los ejemplos 
mejor caracterizados en este contexto es el de los lncRNAs HOTTIP y HOTAIRM1 que 
se localizan en los extremos opuestos del clúster HoxA y cada uno permite potenciar 
la expresión de los genes HoxA vecinos (Zhang et al, 2009; Wang et al, 2011). 
HOTAIRM1, localizado en el extremo 3´ coordina la expresión de HOXA1 y posee 
patrones de expresión tejido específicos idénticos a HOXA1 (Zhang et al, 2009). Por el 
contrario, HOTTIP, situado en el extremo 5´ del clúster, potencia la expresión de los 
genes HoxA que se ubican en esta dirección, particularmente HOXA13 (Wang et al, 
2013). Estudios in vitro sugieren que HOTTIP puede unirse a WDR5 (WD Repeat-
Containing Protein 5) y recluta al complejo de histonas metiltransferasa MLL H3K4 
hacia el clúster HoxA para la generación de cambios conformacionales hacia estados 
de cromatina activa (Wang et al, 2011). Correlaciones entre parámetros clínico-
patológicos y la expresión de estos lncRNAs en pacientes con carcinoma 
hepatocelular han demostrado que el grado de expresión de estos genes se encuentra 
asociado con la evolución clínica, sugiriendo a ambos lncRNAs como biomarcadores 
predictivos de la enfermedad (Quagliata et al, 2014).  
 Otro ejemplo de mediación regulatoria en cis por lncRNAs lo constituye ANRIL 
(Antisense Noncoding RNA In The INK4 Locus) uno de los primeros NATs (Natural 
Antisense Transcript) descripto. Localizado a nivel de 9p21 en el locus del supresor 
tumoral INK4A/ARF, este lncRNA fue inicialmente detectado al analizar la deleción de 
esta región en tumores hereditarios del sistema neural, lo que conllevaba a una 
predisposición hereditaria de melanoma (Pasmant et al, 2007). Subsecuentemente, 
ANRIL fue definido como un lncRNA poliadenilado con ubicación antisentido a los 
genes CDKN2A y CDKN2B (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A/2B). Diversas 
evidencias in vitro  sugieren que una de las principales funciones de ANRIL es la de 
reprimir a p15/p16 (Yap et al, 2010), a través de la unión a CBX7 (Chromobox 7) y 
SUZ12 (SUZ12 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit), miembros de PRC1 y 
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PRC2 (Polycomb Repressive Complex 1/2), respectivamente, los cuales a su vez 
presentan modificaciones de histonas con funciones represivas a dicho locus (Yap et 
al, 2010; Kotake et al, 2011). 
1.4.2.2.2 Regulación de lncRNAs en trans 
Como la mayoría de los lncRNAs que actúan como reguladores en cis, aquellos 
que ejercen roles regulatorios en trans también presentan funciones epigenéticas de la 
regulación génica. Sin embargo y teniendo en cuenta que los trans-lncRNAs operan en 
lugares genómicos distantes, es convencionalmente aceptado que los transcriptos 
maduros son los actores principales, en oposición a lo que se ha evidenciado respecto 
a los cis-lncRNAs, que pueden funcionar a nivel de la transcipción propiamente dicha 
(Mancini-Dinardo et al, 2006; Pauler et al, 2007; Gabory et al, 2010).  
Estos lncRNAs comenzaron a llamar la atención a partir de la caracterización 
de HOTAIR, descripto originalmente en fibroblastos. Este gen se localiza dentro del 










Figura 15: Ejemplo de la regulación de la expresión génica en trans por lncRNAs. El lncRNA 
HOTAIR se transcribe desde el clúster HoxC en el cromosoma 12 y tiene la 
capacidad de reprimir genes del clúster HoxD mediante modificaciones epigenéticas 
mediadas por el complejo represor del polycomb (Prensner et al, 2011) 
 
En cuanto a la asociación con cáncer, se ha podido observar que HOTAIR está 
sobreexpresado en carcinomas de mama y hepatocelular (Gibb et al, 2011). 
Particularmente en en el primero se ha consolidado como un predictor independiente 
Cromosoma 12 Cromosoma 2 
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de la sobrevida global y libre de progresión (Gupta et al, 2010). Diversos estudios han  
permitido comprobar que este lncRNA tiene dos regiones funcionales principales, un 
dominio de unión a PRC2 (Complejo Represor del Polycomb 2) ubicado en el extremo 
5´ y otro de unión a LSD1/CoREST1 (Lysine Demethylase 1 /REST Corepressor 1) 
localizado en el extremo 3´del RNA (Rinn et al, 2007; Tsai et al, 2010; Gupta et al, 
2010), pudiendo establecerse que opera de manera dual reprimiendo complejos 
proteicos para coordinar sus funciones. Asimismo, en este tumor se pudo observar 
que la sobreexpresión HOTAIR facilita la función aberrante de PRC2 mediante su 
reclutamiento hacia posiciones donde puede hacer blanco en genes específicos, 
actuando como mediador de la represión epigenética.  
 Paralelamente se ha observado que la expresión ectópica de HOTAIR en líneas 
celulares de cáncer de mama produce un aumento en la invasión celular reflejando de 
manera integral las múltiples funciones de este lncRNA en cáncer.  
Otro claro ejemplo de regulación mediada en trans por lncRNAs lo constituye 
GAS5. Originalmente identificado en células NIH-3T3 de ratón, GAS5 contiene 12 
exones pudiendo manifestar múltiples isoformas (Kino et al, 2010). Mediante la 
utilización de células HeLa diseñadas para expresar de manera aberrante GAS5, estos 
autores describieron un mecanismo por el cual este lncRNA modula la sobrevida 
celular mediante la represión del receptor de glucocorticoides (GR). Es así como se 
logró evidenciar que el extremo 3´ de GAS5 interactúa con el dominio de unión a DNA 
de GR produciendo la represión de genes inducibles por GR, como es el caso de 
cIAP2 (cellular inhibitor of apoptosis 2) y actúa como señuelo para evitar que se una a 
secuencias de DNA especificas (Kino et al, 2010) (Figura 16).  
 
Figura 16: El lncRNA GAS5 se une y secuestra al Receptor de Glucocorticoides (GR) 
previniendo la sobreexpresión de genes target (Prensner et al, 2011). 
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 Asimismo, se ha observado que GAS5 induce apoptosis y suprime la 
proliferación celular cuando se encuentra sobreexpresado en líneas celulares de 
cáncer de mama,  encontrándose con expresión disminuida en tumores mamarios 
(Mourtada-Maarabouni et al, 2009), no siendo claro si este fenotipo se debe a una 
interacción con GR.  
1.4.2.3 lncRNAs y cáncer 
La expresión desregulada de lncRNAs en diversos tipos de cáncer ha permitido 
reflejar con especificidad el espectro de progresión patológica (Prensner et al, 2011) 
pudiendo servir de manera independiente para la predicción del pronóstico de los 
pacientes (Gupta et al, 2010). La mayoría de los lncRNAs caracterizados hasta la 
fecha exhiben funciones específicas en la regulación de la expresión génica, más 

















Introducción                            
34 
  
Tabla 3: Ejemplos de lncRNAs implicados en cáncer. 
 
1.5. Neoplasias linfoides 
1.5.1. Origen 
Las neoplasias linfoides constituyen un grupo heterogéneo de tumores con un 
amplio espectro de variación desde el punto de vista clínico, morfológico, 
lncRNA Función Cáncer Fenotipo 
Interacción 
Molecular 
PCA3 Biomarcador Próstata Desconocido ? 
ANRIL/p15AS Oncogénico 
Próstata/ Supresión de la senescencia 
vía INK4A 














PCAT-1 Oncogénico Próstata 
Promueve la proliferación 
celular. Inhibe BRCA2 
? 
PCGEM1 Oncogénico Próstata Inhibición de la apoptosis ? 
TUC338 Oncogénico Hepatocelular 











Mama/ Inhibición de la apoptosis 
? Supresor 
Tumoral 




Supresor Mama/ Induce Apoptosis y arresto 
celular 
Unión al receptor de 
Glucocorticoides Tumoral Hepatocelular 
linc-p21 
Supresor Sarcoma/ 




Inhibe la proliferación celular ? 
Tumoral Hepatocelular 
     PTENP1 
 
Supresor Próstata Unión a miRNAs supresores 
de PTEN ? Tumoral Colon 
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inmunofenotípico, citogenético y molecular, cuya incidencia muestra un incremento a 
nivel mundial (Smedby et al, 2011; Ferlay et al, 2015). Representan alrededor del 4% 
de todas las neoplasias, ubicándose como el quinto cáncer más frecuente. La 
Organización Mundial de la Salud (Swerdlow et al,  2016) las clasifica en neoplasias 
a células B y T/NK, cada una de ellas subdividida en numerosos subtipos 
histológicos. El 85% de las mismas tienen su origen en células B, en tanto que el 
15% restante corresponde a células T y NK. Las mismas se encuentran asociadas a 
alteraciones citogenéticas y rearreglos moleculares específicos de importancia en el 
diagnóstico y/o pronóstico, que juegan un rol clave en los procesos de iniciación, 
promoción y progresión tumoral. 
Las frecuencias y la epidemiología de estas neoplasias son sumamente 
variadas, con diferencias geográficas considerables en la edad población afectada y 
en las formas predominantes de la enfermedad. Si bien sus causas permanecen aún 
desconocidas, entre los factores de riesgo conocidos se encuentran las 
inmunodeficiencias y las enfermedades autoinmunes, así como algunas infecciones 
virales (Swerdlow et al, 2008). 
Dentro de estas patologías, se encuentran dos grandes grupos tomando 
como base los estadios de diferenciación normal de la célula B: precursoras, que 
corresponden a estadios más tempranos de diferenciación, y maduras, más 



























Figura 17. Distintas etapas del desarrollo madurativo de linfocitos B y linfomas asociados a las 
mismas. LBL: Linfoma linfoblástico; LLC: Leucemia Linfocítica Crónica; LCM: Linfoma 
de Células de Manto; LF; Linfoma Folicular; LDCGB: Linfoma Difuso de Células 
Grandes B; LB: Linfoma de Burkitt; MALT: Linfoma del tejido linfoide asociado a 
mucosa; LME: Linfoma marginal esplenico; MM: Mieloma Múltiple; LLP: Linfoma 
linfoplasmacítico.   
 
Entre los diferentes subtipos histológicos presente en las neoplasias 
linfoides, el presente trabajo se focalizará en el análisis de LCM, LLC y linfoma 
folicular (LF).  
 
1.5.2. Linfoma de células del manto (LCM) 
1.5.2.1 Características generales 
El LCM, es una neoplasia muy agresiva, de mal pronóstico, con una sobrevida 
media de 5-7 años; presenta características clínicas y patológicas específicas 
(Sander, 2011; Sander et al, 2016), representando el 5-10% de los linfomas no-
Hodgkin (LNH). Tiene predominancia masculina (relación hombre/mujer 2-3/1), y una 
edad media al diagnóstico cercana a los 70 años. A nivel molecular presenta la 
t(11;14)(q13;q32) que determina el rearreglo CCND1/IGH@ (Figura 18), que lleva a 
la sobreexpresión del gen CCND1 (Ciclina D1) localizado en 11q13, debido a la 
yuxtaposición con el gen de IGH@ (immunoglobulin heavy chain) ubicado a nivel de 
14q32. CCND1 resulta de importancia en la regulación del ciclo celular, 
particularmente durante la transición de G1 a S, cuya desregulación ocasiona la 
aceleración de la entrada en la fase S y el mantenimiento de las células en un ciclo 
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de división constante. La detección de la sobreexpresión de la proteína Ciclina D1 













Figura 18: A) Esquema de la translocación t(11;14)(q13;q32); B) Estructura del 
reordenamiento a través del cual el gen Ciclina D1 pasa a ser regulado por el 
enhancer de IGH (MTC: Major Translocation Clúster). 
 
El análisis de la translocación ha mostrado que esta ocurre en la médula ósea 
en el estadio temprano de diferenciación pre-B, cuando la célula está iniciando el 
reordenamiento de los genes de las inmunoglobulinas (Igs) con la recombinación de 
los segmentos V(D)J (Welzel et al, 2001). Algunos datos sugieren que CCND1 y el 
locus  de IGH se encuentran en un espacio físico muy próximo en las células B 
inmaduras lo que podría predisponer a que se produzca el rearreglo (Roix et al, 
2003). No obstante, a pesar de inducir la progresión del ciclo celular, se ha 
observado que la sobreexpresión de ciclinas D por sí mismas no son suficientes para 
inducir la transformación, siendo necesaria la cooperación de otros oncogenes para 
el desarrollo neoplásico (Sander, 2011).  
 
El término “linfoma de las células del manto” refleja el hecho de que la célula 
característica de este tumor es un linfocito cuyo microambiente físico se sitúa en la 
zona del manto del folículo linfoide secundario, lugar en el que las células tumorales 
crecen y se expanden. No obstante, es un linfoma que tiende a diseminarse, 
encontrándose en la mayoría de pacientes linfadenopatías generalizadas, afectación 
del bazo y la médula ósea, pudiendo también tener presentación leucémica (Jares et 
al, 2007; Ferrer et al, 2007, Swerdlow et al, 2008; Sander, 2015).  
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Las células del LCM exhiben un fenotipo de célula B madura con expresión 
intensa-moderada de Igs de superficie (IgM/IgD), antígenos asociados a células B 
como el CD20, CD22, CD79 y el antígeno asociado a células T, CD5. Normalmente 
no expresan CD23, una molécula de superficie clave para la activación y crecimiento 
de las células B, tampoco expresan el antígeno asociado al centro germinal CD10, o 
el factor de transcripción BCL6 involucrado en la formación y el mantenimiento del 
centro germinal del folículo linfoide (Jares et al, 2007). 
Morfológicamente existen dos formas de LCM: la clásica que se define por 
tener células de tamaño pequeño-intermedio con poco citoplasma y núcleo irregular, 
y la blastoide que se caracteriza por presentar células más grandes, asociándose a 
un curso mucho más agresivo de la enfermedad. La forma blastoide incluye dos 
variantes, la blástica y la pleomórfica, las dos son agresivas, con un alto índice de 
proliferación, complejidad cariotípica, y una supervivencia promedio de 2 años 








        Figura 19: Variantes histológicas del LCM. (Modificado de Jares et al, 2007) 
 
Además, este linfoma puede mostrar diferentes patrones de crecimiento: 
difuso, nodular o de zona del manto. En el patrón difuso las células neoplásicas 
borran la arquitectura del nódulo linfático. En el patrón nodular, los linfocitos 
patológicos están agrupados en nódulos sin evidencia de centros germinales 
residuales, en tanto que en el patrón de zona del manto, las células neoplásicas 
crecen y se expanden preferencialmente rodeando los centros germinales (Swerdlow 
et al, 2008). 
A nivel citogenético, el LCM presenta un alto número de alteraciones, siendo 
frecuente la presencia de cariotipos complejos, constituyendo uno de los linfomas 
con más alteraciones por caso, lo que pone de manifiesto la gran inestabilidad 
Clásica  Pleomófica Blastoide 
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genómica presente en los mismos (Beà et al, 2009). Otra observación de interés es 
la presencia de cariotipos tetraploides en las variantes blastoides (Wlodarska et al, 
2008; Espinet et al, 2010). A pesar que la translocación t(11;14) es el evento genético 
característico, existe un 5% de casos con similitud morfológica y fenotípica a los LCM  
convencionales, que no presentan este rearreglo pero portan translocaciones que 
involucran los genes CCND2 (Ciclina D2) (12p13) o CCND3 (Ciclina D3) (6p21) con 
IGH@, IGK o IGL (cadena liviana de las Igs) (Herens et al, 2008; Gesk et al, 2006; 
Shiller et al, 2011).  
Si bien la gran mayoría de pacientes se presentan con linfadenopatías 
generalizadas y siguen una evolución clínica agresiva, se han observado 
recientemente algunos casos que presentan un curso indolente de la enfermedad, 
con una supervivencia de más de 7-10 años, algunos de ellos sin necesidad de 
tratamiento durante largos períodos (Espinet et al, 2005; Martin et al, 2009; Nodit et 
al, 2003; Orchard et al, 2003; Rule et al, 2011). Los mismos comparten algunas  
características clínicas, genéticas y moleculares, que los diferencian de los LCM 
agresivos. Entre ellas, tienen una presentación leucémica con esplenomegalia y 
generalmente sin afectación ganglionar (Orchard et al, 2003; Angelopoulou et al, 
2002), presentan cariotipo simple sin otras alteraciones cromosómicas además de la 
t(11;14), y un número alto de mutaciones somáticas en los genes IGHV (Fernàndez 
et al, 2010; Orchard et al, 2003). En la Tabla 4 se detallan las características de los 
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Tabla 4. Características de los LCM indolentes y agresivos (modificado de Roisman and 
Slavutsky, 2014). 
LCM Indolente LCM Agresivo 
 
10% de los pacientes 
 
90% de los pacientes 
Sobrevida 8-10 años 
 
Sobrevida 3-5 años. 
 
IGVH mutada o 
hipermutada. 
 
IGVH no mutada o 
mínimamente mutada. 
 
Ausencia de cariotipos  
complejos. 
 
Presencia de cariotipos complejos e 
inestabilidad cromosómica. 
 
Presentación clínica: no nodal,  
leucémica, esplenomegalia. 
 
Presentación clínica: nodal; 








A nivel molecular, las presentaciones indolentes mostraron mayor similitud con 
el LCM clásico que con otros tipos de neoplasias linfoides, respaldando la idea de que 
corresponden a una misma entidad (Fernández et al, 2010). Además, en este mismo 
estudio se identificó un perfil de 13 genes que se sobreexpresaban diferencialmente 
en LCM clásico respecto del indolente, entre los cuales se encuentra SOX11 (SOX 
[SRY (sex-determining region Y] related HMG box11), perteneciente a la familia de 
genes SOXC. Dicha familia se encuentra constituida por los genes: SOX4, SOX11 y 
SOX12, ubicados a nivel de 6p22.3, 2p25.3 y 20p13, respectivamente. Los mismos se 
caracterizan por presentar un único exón, encontrándose altamente conservados a lo 
largo de la evolución (Bowles et al, 2000). La proteína generada por SOX11 presenta 
441 aminoácidos y 46,7 kDa (Kilo Daltons) de peso molecular, y cuenta con dos 
dominios funcionales: la región HMG (high mobility group) de unión al ADN, localizada 
en la mitad amino terminal, y un dominio TAD (transactivation domain), ubicado en la 
porción carboxilo terminal de la misma (Bowles et al, 2000; Dy et al, 2008). Por su 
parte, SOX4 y SOX12 presentan productos proteicos de 474 y 315 aminoácidos (Dy et 
al, 2008) siendo sus pesos moleculares de 47,3 kDa y 34,3 kDa, respectivamente (Jay 
et al, 1997; Farr et al, 1993) (Figura 20). El gen SOX11 tiene la capacidad de activar la 
transcripción de manera mucho más eficiente que SOX4 y SOX12 debido, 
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posiblemente, a una estructura α-hélice más estable de su dominio TAD (Dy et al, 











Figura 20: Diagramas correspondientes a las proteínas pertenecientes al subgrupo SOX”C”, 
mostrando los dominios funcionales HMG (high mobility group) y de transactivación 
(TAD). Los números indican las posiciones de los aminoácidos al comienzo y al final 
de cada dominio (Adaptado de Penzo-Méndez et al, 2010) 
 
 Este clúster se encuentra activado transcripcionalmente en progenitores 
neuronales, así como en células mesenquimáticas de diferentes órganos durante el 
desarrollo embrionario (Dy et al, 2008; Penso-Méndez et al, 2010). Particularmente, 
SOX11 se observa extensamente expresado durante la organogénesis en el sistema 
nervioso central y periférico, pulmones, tracto gastrointestinal, páncreas e hígado (Jay 
et al, 1995; Sock et al, 2004; Weigle et al, 2005), no detectándose en los tejidos 
normales del adulto (Jay et al, 1995). Por su parte, SOX12 está involucrado en la 
diferenciación y mantenimiento de numerosos tipos celulares durante la embriogénesis 
(Dy et al, 2008; Hoser et al, 2008), observándose expresado de manera uniforme en 
tejido neural y mesenquimático durante el desarrollo embrionario, como así también en 
el corazón, hígado, timo, bazo y páncreas del adulto (Jay et al, 1997). Ambos genes 
no se transcriben en células linfoides normales, pero muestran patrones 
transcripcionales aberrantes en LCM (Wasik et al, 2013), lo que sugeriría su 
participación en la patogénesis de esta entidad, particularmente SOX11 (Lu et al, 
2013). En cuanto a SOX4, se encuentra activo normalmente en progenitores 
neuronales embrionarios, así como en el timo, corazón, páncreas y en la médula ósea 
del adulto (Bergsland et al, 2006; van de Wetering et al, 1993; Cheung et al, 2000; 
Reppe et al, 2000). Este gen es el único miembro de la familia SOX”C” que presenta 
1           57                 132            441        474       
Sox4 
HMG 
1      47                 132           408        441       
Sox11 
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un rol importante en la hematopoyesis, participando en el desarrollo temprano de 
linfocitos B y T murinos (Cheung et al, 2000), y actuando como un factor de 
transcripción crucial en la linfomagénesis (Smith et al, 2004). Se lo observa altamente 
expresado en el timo y en linfocitos pro-B, y durante la diferenciación de linfocitos T 
(Smith et al, 2004).  
Al presente, resulta de importancia el reconocimiento de pacientes con LCM de 
curso clínico indolente, siendo de interés poder detectar marcadores moleculares 
capaces de identificarlos, tendiente a que puedan beneficiarse de estrategias de 
tratamiento más conservadoras y ajustadas a la biología del tumor sin tener que 
exponerse a altas dosis de quimioterapia.  
 
1.5.3. Leucemia linfocítica crónica (LLC) 
1.5.3.1 Características generales 
La LLC es la neoplasia a células B más frecuente en el adulto, caracterizada 
por la presencia de linfocitos B monoclonales pequeños, redondos, ligeramente 
irregulares en la sangre periférica (SP), médula ósea (MO), bazo y ganglios 
linfáticos, asociados con prolinfocitos y paraimmunoblastos que forman centros 
proliferantes pseudofoliculares (pseudofoliculos) (Hallek et al, 2008). Esta 
acumulación progresiva de linfocitos monoclonales con un fenotipo B maduro es el 
resultado de un balance entre disminución de la apoptosis y un aumento de la 
proliferación celular. Inicialmente, la LLC fue considerada una enfermedad 
homogénea, de células B inmaduras, inmuno-incompetentes, con bajo índice de 
replicación. En las últimas décadas, esta información se ha ido transformando y en 
la actualidad sabemos que se trata de una entidad de linfocitos B maduros 
estimulados por presencia antigénica, que pueden morir por apoptosis o evitarla a 
través de la intersección de señales externas (Chiorazzi  et al, 2005). Estas células 
neoplásicas serían renovadas sólo por células precursoras proliferantes. El cuadro 
clínico presenta linfocitosis en SP (>5x109/L), linfadenopatias, adenomegalias, 
hepato-esplenomegalia, infecciones recurrentes, falla medular, anemia y 
plaquetopenia en las formas más avanzadas, y usualmente fenómenos autoinmunes 
asociados (anemia hemolítica, púrpura trombocitopénica autoinmune).  
Esta entidad presenta mayor incidencia en hombres, con una relación 
hombre:mujer de 1,7:1. Afecta principalmente a personas mayores de 60-65 años, 
incrementándose hacia la séptima década de la vida, con una edad media al 
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diagnóstico de 70 años en hombres y de 74 años en mujeres (Müller-Hermelink et 
al, 2008; Zens et al, 2009). A pesar de ser rara su aparición en menores de 50 años, 
actualmente hay un mayor porcentaje de casos con diagnóstico temprano que por lo 
general constituyen un hallazgo en un hemograma de rutina en pacientes totalmente 
asintomáticos  (Dighiero and Hamblin, 2008). 
Desde el punto de vista epidemiológico, la LLC es la leucemia más frecuente 
en Occidente, correspondiendo aproximadamente al 30% del total de las leucemias, 
con una incidencia de 4-6,5/100.000 habitantes por año (Smith et al, 2011; Marcos-
Gragera et al, 2011; Shenoy et al, 2011). La incidencia en las poblaciones asiáticas 
y afroamericanas es significativamente menor (~10% de las leucemias) y se 
mantiene incluso ante los movimientos migratorios, alejando así la hipótesis de 
factores ambientales predisponentes (Chang et al, 2006; Dores et al, 2007).  
En cuanto a los criterios para definir el diagnóstico, los mismos comprenden: 
1) recuento de linfocitos de morfología característica mayor a 5x109/L, 
linfoadenopatía o esplenomegalia; y 2) inmunofenotipo común que incluye co-
expresión de CD5/CD19/CD23, bajos niveles de CD20 y CD79b en comparación 
con los hallados en células B normales, y ausencia de expresión de FMC7 
(Dighiero, 2005; Hallek et al, 2008; Marquez et al, 2011). El estudio del clon 
leucémico por citometría de flujo se basa en un panel que incluye: CD19+, CD5+, 
CD20+ (débil), CD22+ (débil), CD79b+ (débil), CD23+, CD43+  (débil), CD11c+  
(débil), CD200++, sIg  κ/λ+  (débil); y  ausencia  de  expresión de  sIgM, FMC7, 
CD10 y CD103, que permite confirmar el diagnóstico y excluir otros desórdenes 
linfoproliferativos a células B. 
El curso clínico de la patología es altamente variable con un amplio rango de 
sobrevida, entre unos pocos meses y más de una década a partir del diagnóstico. 
Aproximadamente un tercio de los casos permanecen asintomáticos por muchos 
años sin necesidad de tratamiento, con una sobrevida similar a la de la población 
general, otro tercio presenta una fase inicial indolente seguida de progresión y 
muerte por causas ligadas a la enfermedad, mientras que el tercio restante debuta 
con enfermedad agresiva, requiriendo tratamiento inmediato (Dighiero, 2003; 
Chiorazzi et al, 2005). Puede estar precedida por una entidad pre-maligna 
denominada MBL (monoclonal B lymphocytosis) caracterizada por la presencia de 
una población clonal B de <5x10
9
/L, CD5, CD19; CD23, sin adenopatías, 
organomegalias, citopenias u otros síntomas relacionados a LLC, y con una tasa de 
progresión a LLC de 1-2%/año (Strati and Shanafeld, 2015; Swerlow et al, 2016). 
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Actualmente existen dos sistemas de estadificación clínica: el establecido por 
Rai et al (1975), que originalmente proponía cinco estadios (0, I, II, III, IV) basados 
en la presencia de linfocitosis, espleno y hepatomegalia, niveles de hemoglobina y 
recuento plaquetario, que fue reducido en 1987 a tres grupos de riesgo: bajo 
(estadio 0), intermedio (estadios  I y II) y alto (estadios III y IV) (Rai and Montserrat, 
1987), y el de Binet et al (1981) que distingue tres estadios (A, B, C) acorde al 
número de áreas linfoides involucradas y la presencia de anemia y/o 
trombocitopenia. Ambos sistemas se basan en exámenes físicos y pruebas de 
laboratorio estándar.  
Al presente existen diferentes hipótesis respecto del origen del linfocito B 
característico de esta patología, así como su contrapartida normal, que involucran 
diferentes mecanismos aún en estudio (Chiorazzi et al, 2005; Thorselius et al, 2006; 
Stamatopoulos et al, 2007; Zenz et al, 2010; Chiorazzi and Ferrarini, 2011; Dühren-von 
Minden et al, 2012). Por otra parte, las células de LLC en conjunto con las células 
estromales y de la matriz celular constituyen el “microambiente” de la LLC, tanto en 
MO como en tejido linfoide. La estimulación antigénica, a través del BCR (B- Cell 
Receptor), y la interacción con células accesorias y citoquinas en este microambiente 
específico serían un factor promotor importante en las etapas iniciales de la 
enfermedad (Ghia et al, 2008; Zenz et al, 2010; Burger et al, 2009; Burger et al, 2011). 
Estas interacciones afectan la sobrevida y proliferación de las células leucémicas 
confiriendo resistencia a drogas, y posiblemente sean responsables de la enfermedad 
residual post-tratamiento.  
1.5.3.2 Factores pronóstico 
Como se menciona previamente, la LLC se caracteriza por una gran 
heterogeneidad clínica, situación que ha motivado un gran interés en definir 
parámetros que permitan predecir el curso de la enfermedad. Al presente existen 
diferentes factores pronóstico que pueden dividirse en dos grandes grupos: clásicos 
y biológicos (Nabhan et al, 2015). Entre los primeros encontramos los estadios 
clínicos, el recuento de linfocitos en SP, la morfología, el  tiempo de duplicación 
linfocitaria y el patrón de compromiso de la MO. En cuanto a los factores biológicos, 
los mismos comprenden una variedad de determinaciones que permiten definir con 
mayor precisión la evolución clínica de los pacientes, como: marcadores séricos: 
CD23s (CD23 soluble), ß2M (ß2-microglobulina), TK (timidina-quinasa), mutaciones 
en IGHV (immunoglobulin heavy chain variable región), alteraciones genómicas: 
citogenética convencional y FISH (Fluorescence in situ Hybridization), expresión de 
ZAP-70, CD49b y CD38, y marcadores moleculares. 
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La presencia de mutaciones en los genes IGVH es considerado uno de los 
principales factores pronóstico de la LLC, sobre todo en estadios tempranos. 
Estudios de Damle et al (1999) y Hamblin et al (1999) mostraron que el análisis de 
la presencia de mutaciones permite dividir a la LLC en M (mutada) y NM (no 
mutada) acorde al porcentaje de homología con la línea germinal. La primera se 
encuentra asociada a pronostico favorable, en tanto que la segunda está 
relacionada a mala evolución clínica. No obstante diferentes estudios han mostrado 
heterogeneidad dentro de ambos grupos (Oscier et al, 2002; Tobin et al, 2002), 
situación puesta de manifiesto con el surgimiento de los nuevos marcadores 
moleculares que permiten discriminar dentro de los pacientes previamente 
clasificados en función de IGVH (Heintel et al, 2005; Josefsson let al, 2007; Kaderi 
et al, 2010).  
La proteína ZAP-70 (70 KDa Zeta-Associated Protein) participa en la 
transducción de señales generadas a través del BCR permitiendo la sobrevida y/o 
proliferación del clon neoplásico (Nolz et al, 2005). Diferentes estudios 
retrospectivos en pacientes con LLC mostraron asociación entre el aumento de 
expresión de ZAP-70, tomando como punto de corte >20% de células positivas por 
citometría de flujo, la ausencia de mutaciones en los genes IGVH y un pronóstico 
desfavorable (Rosenwald et al, 2001; Krober et al, 2006). No obstante al presente 
existen dificultades metodológicas y una amplia disparidad de resultados, siendo 
controversial su valor como marcador pronóstico.  
Otra molécula de interés es CD38 (clúster of differentiation 38), cuya 
expresión se observa durante el desarrollo del linfocito B. La misma actúa tanto como 
una enzima de superficie y como receptor, mediante la unión a su ligando CD31 
(clúster of differentiation 31), induciendo señales de activación y diferenciación en 
linfocitos T, B y células NK (Ibrahimetal, 2003). En la LLC, su expresión predomina 
entre los pacientes con genes IGVH NM y ZAP-70+, asociados a un pronóstico 
desfavorable. Las observaciones sobre su relevancia pronóstica permitieron 
determinar que tanto la proliferación como la sobrevida de las células de LLC son 
favorecidas a través de interacciones entre CD38 y su ligando CD31, expresado en 
las células accesorias presentes en el microambiente (Deaglio et al, 2005; Deaglio et 
al, 2007). Estas interacciones ocurren mayoritariamente en los centros proliferantes 
de órganos linfoides periféricos y/o en la MO dada la elevada expresión de CD38 en 
las células leucémicas, a diferencia de los bajos niveles observados en linfocitos 
circulantes (Ghia et al, 2002; Jaksic et al, 2004; Patten et al, 2008). Diversos estudios 
apuntan a que CD38 es un factor de valor pronóstico independiente (Montillo et al, 
2005; Boonstra et al, 2006; Nabhan et al, 2015).  
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Por otro lado, se ha comprobado que CD49b, una subunidad α-integrina (α4) 
que cumple funciones de importancia en la activación y sobrevida leucocitaria, 
puede unirse a la fibronectina desempeñando un rol en la consolidación de las 
interacciones entre las células B leucémicas y el microambiente (Plate et al, 2000; 
Burger et al, 2001; Pedersen et al, 2002). Estas interacciones han demostrado 
reducir tanto la apoptosis espontánea como la inducida por agentes 
quimioterapéuticos (de la Fuente et al, 2002). Asimismo, se ha visto que la 
expresión de CD49b permite predecir la evolución de los pacientes con LLC 
(Shanafelt et al, 2008), particularmente, su mayor expresión de presenta una fuerte 
correlación con menor sobrevida global (Shanafelt et al, 2008). 
Otro de los factores biológicos importantes es el análisis de las alteraciones 
genéticas. En la LLC, su estudio se ha visto dificultado por el bajo índice mitótico in-
vitro de las células leucémicas y la baja calidad de metafases en cultivo, aún en 
presencia de mitógenos específicos. La introducción de la técnica de FISH como 
complemento de la citogenética convencional ha permitido mejorar la detección de 
rearreglos genómicos clonales en esta patología así como evaluar su importancia 
como factores de valor pronóstico independiente. Esta metodología ha permitido 
demostrar como anomalía más frecuente la deleción 13q14, seguida de la trisomia 12, 
deleciones de 11q22, lugar donde mapea el gen ATM (ataxia telangiectasia mutated), 
17p13, donde se localiza el gen TP53.  Estas alteraciones fueron asimismo asociadas 
a diferentes características morfológicas y evolución clínica, estableciéndose un 
modelo jerárquico de riesgo citogenético donde las deleciones 17p y 11q constituyen 
las alteraciones de mayor agresividad y la deleción 13q como única anomalía, tiene el 
mejor pronóstico, en tanto que la trisomía 12 se encuentra asociada a un pronóstico 
intermedio (Döhner et al, 2000; Van Dyke et al, 2016).  
En este contexto, uno de los desafíos actuales es la identificación de nuevos 
marcadores moleculares involucrados en procesos de iniciación, progresión y 
respuesta al tratamiento de la LLC, siendo por lo tanto de importancia poder 
profundizar este análisis tendiente a una mejor delineación de la patología en estudio.  
1.5.4. Linfoma folicular (LF) 
El LF es una neoplasia derivada de los linfocitos del centro germinal del folículo 
linfoide con una proporción variable de centrocitos y centroblastos. Es el segundo 
linfoma más frecuente en países occidentales, detrás del LDCGB, representando un 
20-30% del total de los LNH. Afecta fundamentalmente a adultos con una edad media 
cercana a la sexta década. Es una enfermedad que se presenta en general de forma 
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diseminada y tiene un curso clínico indolente, aunque puede variar en relación con 
diversos factores pronósticos; la supervivencia media se sitúa entre los 8 y 10 años 
(Swerdlow et al, 2008; Leich et al, 2011).  
Fisiológicamente, los centros germinales constituyen lugares anatómicos donde 
los linfocitos B experimentan una gran proliferación y sufren extensas modificaciones 
en los genes de las Igs, como la hipermutación somática o el cambio de clase de la 
cadena pesada (class switch recombination) (Swerdlow et al, 2008). De forma similar a 
la situación normal de los centros germinales, el LF suele originarse en relación 
estrecha con las células T del folículo, que expresan CD3 y CD4, y marcadores 
específicos como CD57, PD1 y CXCL13, así como con células foliculares dendríticas e 
histiocitos (Swerdlow et al, 2008; Leich et al, 2011).  
Morfológicamente, este linfoma reemplaza la arquitectura normal del ganglio 
con una proliferación de folículos neoplásicos que contienen centros germinales 
atípicos y zonas del manto atenuadas o ausentes. Los folículos están compuestos por 
dos tipos principales de células neoplásicas, centrocitos y centroblastos, que a 
menudo presentan un aspecto monótono, borrando el patrón característico en cielo 
estrellado y la zonación, típicos de los centros germinales reactivos. Los centrocitos 
son las células predominantes, de pequeño tamaño, con un núcleo indentado o 
angulado y con escaso citoplasma. Se acompañan de los centroblastos, células 
grandes con un núcleo oval, cromatina vesicular y varios nucléolos dispuestos en la 
periferia, presentes en un número inferior al de los centrocitos (Swerdlow et al, 2008). 
El inmunofenotipo característico del LF es similar al de las células B del centro 
germinal. Las células neoplásicas expresan marcadores B (CD19, CD20, CD22 y 
CD79a) e Ig de superficie (generalmente IgM). Además expresan los antígenos de 
centro germinal CD10 y BCL6. A diferencia de los centros germinales normales, los 
neoplásicos exhiben menor proliferación celular y demuestran positividad para BCL2 
(B-cell lymphoma), siendo la detección de esta proteína de utilidad en la distinción 
entre folículos neoplásicos y folículos reactivos (Figura 21), simultáneamente son 
negativos para CD5 y CD43. Asimismo, es frecuente observar células foliculares 

















Figura 21: Morfología e inmunofenotipo del LF. Tinción con Hematoxilina y Eosina (HE) de: A) 
Nódulo Linfático y D) folículo neoplásico de LF. Localización de la proteína BCL2 (B-
Cell Lymphoma 2) en: B) Nódulos Linfáticos y E) folículos neoplásicos de LF. 
Detección de la proteína Ki-67 (Proliferation-Related Ki-67 Antigen) en: C) Nódulos 
Linfáticos y F) folículos neoplásicos de LF (Modificado de Leich et al, 2011).  
 
La determinación del grado del LF se basa en la presencia del número de 
centroblastos por campo de gran aumento (CGA), siendo de importancia pronóstica en 
la patología (Whalin et al, 2012). Al presente se han establecido 3 grados diferentes: 
grado 1 (0-5 centroblastos por CGA), grado 2 (6-15 centroblastos) y grado 3 (>15 
centroblastos).  A su vez, el grado 3 se puede subdividir en grado 3A, en el que los 
centrocitos todavía están presentes, y grado 3B, en el que se observan únicamente 
sábanas de centroblastos (Figura 22) (Swerdlow et al, 2008; Leich et al, 2011; 
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Figura 22: Diferencias en la arquitectura morfológica de los distintos grados de LF.  
A nivel genético, el 90% de los LF presentan la translocación 
t(14;18)(q23.3;q21.3), que se considera el evento patogénico inicial. La misma 
determina la yuxtaposición del gen BCL-2, ubicado a nivel de 18q21, con IGH@ 
localizado en 14q32, como fuera previamente mencionado. La translocación aparece 
en estadios iniciales en la maduración del linfocito B debido a errores durante la 
recombinación VDJ de los genes IgV en la médula ósea (Swerdlow et al, 2008; Lenz et 
al, 2010). La proteína BCL2 es una molécula antiapoptótica que pertenece a una 
importante familia de regulación de las vías de muerte celular programada. En 
situación fisiológica, las células B del centro germinal entran en apoptosis a menos 
que sean seleccionadas positivamente por un antígeno específico para ser rescatadas 
y transformarse así en células plasmáticas o células de memoria. Sin embargo, las 
células del LF que sobreexpresan BCL2 son incapaces de entrar en apoptosis durante 
los procesos de maduración y cambio de clase de Igs en el centro germinal y, por lo 
tanto, están más propensas a acumular alteraciones cromosómicas secundarias 
durante su evolución (Lenz et al, 2010; Leich et al, 2011). Las alteraciones 
secundarias más frecuentes en el LF incluyen ganancias en 1q, 2p, 7, 8, 12q, 18q y X, 
así como deleciones de 1p, 6q, 10q, 13q y 17p. Después de la t(14;18), las 
alteraciones en 1p son las de mayor frecuencia  (Leich et al, 2011).  
Debido a su función antiapoptótica, la desregulación en la expresión de BCL2 
parece tener un papel claro en el desarrollo del LF. Sin embargo, la presencia de la 
t(14;18) o sobreexpresión de la proteína BCL2 sola es insuficiente para la 
transformación neoplásica completa. Diversos estudios han revelado que la t(14;18) se 
puede detectar en clones celulares en muy baja frecuencia en individuos sanos, la 
mayoría de los cuales nunca desarrollará un LF (Roulland et al, 2006).  
Un 10-15% de los LF carecen de la translocación t(14;18), y la mayoría de 
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frecuentemente en los linfomas de grados 3A y 3B, así como en los LF de 
presentación extranodal, como en la piel o los testículos, no siendo clara la patogenia 
de los mismos. La mayoría de estos casos corresponde a LF de alto grado y 
frecuentemente suelen ser CD10 negativos, IRF4/MUM1 (Interferon Regulatory Factor 
4/ Melanoma Associated Antigen (Mutated) 1) positivos y se asocian a 
reordenamientos de BCL6  (B-cell lymphoma 6) (Jardin et al, 2002; Guo et al, 2007; 
Leich et al, 2011). Estudios de perfiles de expresión génica que comparan LF con y sin 
la t(14;18) muestran diferencias entre ambos subtipos. Los LF con la translocación 
poseen perfiles de expresión asociados a los de las células del centro germinal (CGB), 
mientras que los que carecen de la translocación presentan patrones de transcripción 
de célula B activada, como NFkB (Nuclear Factor Kappa B) o post-CGB. Estos 
hallazgos sugieren diferencias biológicas entre estos dos subgrupos que pueden estar 
en relación con el estado de diferenciación de las células neoplásicas, las vías de 
señalización oncogénicas, la composición del microambiente como así también 
relaciones patogénicas distantes en relación a la célula de origen de estas entidades 
(Leich et al, 2009, Bohers et al, 2015).  
1.5.4.1 Transformación a linfoma de células grandes  
Aunque el LF inicialmente es una enfermedad heterogénea que responde a 
una variedad de agentes terapéuticos, durante el transcurso de la enfermedad se van 
produciendo recaídas con una sensibilidad decreciente a la quimioterapia (Montoto et 
al, 2007). Un suceso importante en la historia natural del LF es la transformación 
histológica a una neoplasia de mayor agresividad, generalmente un LDCGB, que 
ocurre en un 25-35% de los casos (Swerdlow et al, 2008). La progresión de un LF de 
grados 1 y 2 a grado 3A no se considera transformación histológica, aunque es un 
suceso frecuente durante el curso de la enfermedad. La definición de transformación a 
linfoma de alto grado está basada en el incremento de células grandes, comúnmente 
desde los grados 1, 2 o 3A hacia las variantes de mayor agresividad 3B o LDCGB, 
produciendo así una infiltración difusa de los ganglios y borrando la arquitectura 
folicular. La presencia simultánea de LF y LDCGB  en la misma biopsia representa una 
histología compuesta, un hecho que implica pero no confirma la transformación de un 
LF y una probable relación clonal entre los dos tumores. Consecuentemente, algunos 
investigadores requieren al menos un intervalo de seis meses entre el diagnóstico 
inicial entre LF de bajo (FL1/FL2/FL3A) y de alto grado (FL3B/LDCGB), para definirlo 
inequívocamente como transformación (Lossos and Gascoyne 2011). Además de la 
biopsia como evidencia de progresión, se requiere la demostración de una relación 
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clonal entre el LF original y la neoplasia subsiguiente, que se puede establecer 
mediante técnicas de biología molecular (Lossos and Levy, 2003).  
Aunque se ha implicado a un gran número de marcadores pronósticos 
asociados a una mayor supervivencia, solamente unos pocos estudios han examinado 
el papel de factores biológicos en el riesgo de transformación (Tabla 5). Muchas de las 
células del LF dependen de la trama de células foliculares dendríticas subyacentes 
para crecer y sobrevivir. La pérdida de dicha trama y la subsecuente disolución de los 
folículos es considerado como un indicio de transformación temprana. En algunos 
casos, estos cambios están relacionados a la pérdida de expresión de CD9, 
contribuyendo al crecimiento independiente de estos tumores. Algunas alteraciones 
genéticas también se han asociado a transformación histológica. Las mutaciones de 
TP53 son un evento importante, ya que suelen encontrarse en el LDCGB pero no en el 
LF preexistente. También las alteraciones en p16 (9p21), BCL2, MYC y/o FAS (Fas 
Cell Surface Death Receptor) (10q23)  pueden asociarse con una predisposición a 
transformación (Lossos and Gascoyne, 2011). Como se ha comentado anteriormente, 
la presencia de células no neoplásicas en el microambiente tumoral juega un rol 
importante en la transformación del LF. El aumento de células T CD4+ y linfocitos Treg 
dentro de los folículos neoplásicos, y la disminución de linfocitos TFH (T Follicular 
Helpers) se han asociado a un mayor riesgo de prgresión, asi como un incremento de 
la angiogénesis. Todos estos datos sugieren que además de las alteraciones 
genéticas que adquieren las células malignas, la intercomunicación entre las células 
tumorales y las células inmunes no neoplásicas también afectan al riesgo de 
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Tabla 5: Factores biológicos asociados a trasformación histológica de LF de bajo grado a LF de 








TFH: follicular helper T (Tfh) cells. 
Teniendo en cuenta lo expresado anteriormente y en relacion a la escasa 
información disponible que asocie a los lncRNAs con neoplasias linfoides, resulta de 
sumo interés poder profundizar el conocimiento actual respecto de las funciones y 
características de esta región de nuestro transcriptoma como potenciales 
biomarcadores en estas entidades.  
 
 
Lesiones genéticas en 
células tumorales 
Cambios en el  
microambiente 
Pérdida de TP53 Pérdida de trama de células foliculares 
dendríticas 
Pérdida de p16 Incremento intrafolicular de células T 
CD4+ 
Desregulación de MYC Incremento de linfocitos Treg 
Mutaciones de BCL2/BCL6 Diminución de linfocitos TFH 
Translocaciones de BCL6 Aumento de la densidad de 
microvascularización 
Deleción de 1p36  
Mutaciones de FAS  
Pérdida de CD9 


























Hipótesis y Objetivos                         
54 
  
2. Hipotesis y Objetivos  
 
La hipótesis principal del presente trabajo de investigación se basa en que la 
heterogeneidad clínica presente en las neoplasias linfoides a células B maduras se 
asocia a alteraciones de los perfiles de expresión específicos del genoma no 
codificante que determinan curso de la enfermedad. En este contexto, el objetivo 
general del presente trabajo se encuentra orientado a identificar biomarcadores 
específicos asociados a neoplasias linfoides B que permitan individualizar pacientes 
de comportamiento indolente y agresivo en estadios iniciales de la enfermedad, siendo  
sus objetivos específicos: 
 
• En LCM, cuantificar los niveles de transcripto de los genes miR17, 
miR18a, miR19b y miR92a, pertenecientes al clúster miR17-92 y 
establecer su asociación con el grado de expresión de los genes 
pertenecientes al clúster SOXC.  
 
• En LLC, evaluar in vitro los perfiles transcripcionales de T-UCRs en 
células leucémicas tratadas y no tratadas con el ODN2006 tendiente a 
analizar la potencial modulación de estos agentes sobre ncRNAs, y validar 
los resultados obtenidos en una cohorte independiente.  
 
• En LF, examinar los niveles de expresión de lncRNAs en pacientes con 
diferente curso clínico y establecer su asociación funcional con genes 
codificantes mediante análisis de co-expresión, a fin de caracterizar de 
manera exhaustiva su perfil trancripcional y sus potenciales implicancias 
funcionales.  
 
• Evaluar la asociación entre los niveles de expresión de los genes 
analizados y los factores pronóstico de las patologías estudiadas, tendiente 
a definir su probable significado clínico e identificar subgrupos de pacientes 
con enfermedad agresiva o indolente.  
 
• Establecer la participación de estos genes en el proceso de iniciación, 
desarrollo y progresión de estas neoplasias linfoides B, a fin de lograr una 
mejor caracterización biológica de las mismas.
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3. Materiales y Métodos 
3.1. Pacientes estudiados 
En el presente estudio se evaluaron 231 pacientes con neoplasias a células B 
maduras: 70 con diagnóstico de LCM, 85 con LLC y 76 con LF. Simultáneamente, se 
analizaron 20 individuos sanos que constituyeron la población control. El detalle 
específico de las muestras estudiadas de cada patología se encuentra desarrollado en 
el capítulo correspondiente a cada una de ellas. Las muestras de SP fueron obtenidas 
por el médico hematólogo, previa conformidad y consentimiento informado de los 
pacientes. Las muestras incluidas en parafina provinieron de la División Patología del 
Instituto de Investigaciones Hematológicas, Academia Nacional de Medicina (ANM), 
Buenos Aires, Argentina, de la colección del Biobanco del Hospital Clinic de 
Barcelona, Institut d’Investigacions Biomèdiques August Pi i Sunyer (IDIBAPS), 
Barcelona, España y del Instituto de Patología de la Universidad de Würzburg, 
Alemania. Los estudios efectuados en este trabajo fueron evaluados y aprobados por 
el Comité de Bioseguridad y el Comité de Docencia e Investigación del Instituto de 
Medicina Experimental (IMEX), CONICET- ANM, el Comité de Ética de los Institutos 
de la ANM, el Comité de Ética del Hospital Clinic IDIBAPS y el correspondiente de la 
Universidad de Würzburg, Alemania. 
3.2. Metodología 
3.2.1. Técnicas de cultivo y separación celular 
3.2.1.1 Aislamiento de células B 
Reactivos: 
• Lineage Cell Depletion Kit human (MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Germany). 
 




 Tanto el Human B-CLL Cell Isolation Kit como el CellDepletion Kit human 
(MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) permiten aislar las células B de 
una población por selección negativa, situación en la que las células no B son 
indirectamente marcadas magnéticamente con un coctel de anticuerpos monoclonales 
conjugados con biotina como reactivo primario, y microperlas anti-biotina como 
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anticuerpo secundario. Entre los dos pasos de marcado no se requieren lavados. Las 
células no B magnéticamente marcadas son retenidas mientras que las células B 
pasan a través de la columna. A continuación, se detallan los pasos a seguir:  
 
• Centrifugar la muestra por 10 minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm).   
• Aspirar el sobrenadante.  
• Resuspender el pellet en 40µl de buffer provisto por el kit. 
• Agregar 10 µl de Biotin-Antibody Cocktail por un total de 105 células.  
• Incubar por 5 minutos a 6°C.  
• Agregar 20-30 µl de buffer por un total de 105 células.  
• Agregar 20 μL de Anti-Biotin MicroBeads e incubar por 10 minutos a 6°C.  
 
3.2.1.1.1 Separación Magnética con Columnas MS. 
• Preparar la columna de lavado con 500 ml de buffer. 
• Pasar la suspensión celular por la columna.  
• Recoger las células no marcadas que representan las células B enriquecidas.  
 
Para la separación de linfocitos B de pacientes con LLC se utilizó un coctel de 
anticuerpos conjugados: anti-CD3 para células T, anti-CD2 para NK, anti-CD11b y 
CD15 para granulocitos y anti-CD16 para macrófagos, en tanto que mediante la 
utilización del kit para la separación de células B en muestras de pacientes con LF se 
contempló  la remoción de células T (anti-CD3), NK (anti-CD2), granulocitos (anti-
CD11b y CD15) y macrófagos (anti-CD16).  
 
3.2.1.1.2 Separación de células mononucleares de SP por Ficoll-Paque 
PLUS (FPP) 
Se efectuó la separación de células mononucleares de SP de controles normales 
mediante el uso de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). 
 
Reactivos:  
• Etilen-diamin-tetra acetato de sodio (EDTA).  
• Ficoll-Paque Plus (FPP) (GE Healthcare Little Chalfont, UK). 
• PBS 1 X ( buffer fosfato salino <phosphate buffered saline >) 
• Solución salina balanceada.  
 




El método FPP permite separar poblaciones de una suspensión celular 
empleando un medio de alta densidad y centrifugando a baja velocidad. Se parte de 
muestras de SP anticoaguladas con EDTA al 5%.  
• Colocar 5 ml de FPP en un tubo estéril de 15 ml.  
• Preparar 5 ml de una dilución de SP en PBS 1X (1:1) y mezclar 
homogeneizando por inversión.  
• Transferir esta dilución cuidadosamente con pipeta Pasteur estéril al tubo con 
FPP, teniendo especial cuidado de no mezclar ambas fases.  
• Centrifugar durante 30 min a 400 g.  
• Descartar la fase superior (plasma y plaquetas) y cuidadosamente recuperar 
la interfase de células mononucleares para luego colocarla en un tubo 
Eppendorf estéril.  
• Resuspender agregando PBS 1X, centrifugar durante 10 min a 600-1000 g. 
Descartar el sobrenadante y realizar 2 lavados más con PBS 1X hasta que el 
pellet se observe limpio. 
 
3.2.1.2 Cultivo celular y tratamiento de las células de pacientes con 
LLC con  oligonucleótido (ODN) CpG 2006 (ODN 2006) 
 
Procedimiento: 
Las células B de pacientes con LLC aisladas y seleccionadas negativamente 
fueron cultivadas en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino 
inactivado por calor, 100 U/ml de penicilina, 0,1 mg/ml de estreptomicina, 2 mM L-
glutamina y piruvato de sodio 1 mM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), en presencia o 
no de 7,5 mg/ml de ODN 2006 (5'-TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT-3') 
(Microsynth, Balgach, Suiza) durante 18 horas. Una vez finalizada la incubación, se 
centrifugó el material a 1500 rpm por 5 minutos. Se procedió a realizar dos lavados 
con PBS 1X y se obtuvo el pellet. Posteriormente, se extrajo el RNA total mediante la 
utilización de TrizolTM. 
3.2.1.3 Protocolo de mantenimiento de células WSU-FSCCL. 
Se empleó la línea celular WSU-FSCCL (Follicular Small Cleaved Cell 
Lymphoma) procedente de un paciente con LF con progresión a LDCGB. El 
mantenimiento de la misma se realizó mediante cambios de medio de cultivo RPMI-
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1640 cada 72 horas en diluciones de 1/5. La recuperación del medio se efectuó en un 
tubo de 15 ml, centrifugando a 1500 rpm por 5 minutos. Posteriormente se descartó el 
sobrenadante y el pellet fue lavado con PBS 1X. Luego de una nueva centrifugación a 
1300 rpm por 5 minutos, la células se resuspendieron en 5 ml de medio de cultivo para 
realizar diluciones finales de 1/5. 
3.2.1.4 Protocolo de Gymnosis mediante la utilización de Gapmers 
para el Silenciamiento de lncRNAs en células WSU-FSCCL. 
Los oligonucleotidos antisentido se han utilizado durante décadas para lograr el 
silenciamiento y disminución de la expresión génica. Sin embargo, todos los 
oligonucleótidos de primera generación (por ejemplo, los que no tienen otras 
modificaciones con excepción del esqueleto de fosforotioato) son inactivos in vitro a 
menos que se administren usando un vehículo que permita la incorporación efectiva 
de los mismos. Estos vehículos son usualmente componentes lipídicos pero también 
pueden utilizarse poliaminas. Más recientemente, se ha comprobado que con la 
utilización de  ácidos nucleicos bloqueados (LNA, locked nucleic acids) de 16 pares de 
bases o menos se puede lograr el silenciamiento génico de secuencias específicas en 
ausencia de cualquier vehículo de transporte. Este proceso de silenciamiento génico in 
vivo ha sido observado tanto para células adherentes como no adherentes con 
diversos blancos génicos.  
Reactivos: 
• Gapmer #1 para el lncRNA RP4694A7.2  (5'-TCTTGCTGGAAGATTA-3') (exon 
1). 
• Gapmer #2 para el lncRNA RP4694A7.2  (5'- GGCTCAATCCATTTAA-3') (exon 
2). 
• Medio RPMI-1640 suplementado con Suero Fetal Bovino (10%) y Penicilina-
Estreptomicina (5%).  
 
Procedimiento: 
Para efectuar el silenciamiento del lncRNA RP4-694A7.2 se dispusieron 
250.000 células por pocillo en una placa de 6 pocillos. Se agregaron 20 µl de Gapmer 
en concentración final de 1 µM. Luego de 72 horas de tratamiento, se procedió a 
recuperar las células tratadas respectivamente (Gapmer #1 o Gapmer #2).  
La eficiencia de silenciamiento fue calculada para cada replicado experimental 
realizado y posteriormente utilizado para efectuar las normalizaciones 
correspondientes de los experimentos de silenciamiento. La normalización de las 
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cuantificaciones de las diferentes fases del ciclo celular y apoptosis observadas en la 
línea celular en estudio se refirieron a los valores medios correspondientes obtenidos a 
partir del control negativo que fue considerado como de un 100%. 
3.2.1.5 Ensayo de Proliferación  
Reactivos: 
 Kit Click-iT® EdU Flow Cytometry Assay (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 
 Solución Edu (10mM). Añadir 4 ml de DMSO (Dimetilsulfóxido) al Componente 
¨A¨ del kit, homogeneizar y guardar a -80°C. 
 Pacific Blue Azide. Agregar 130 µl de DMSO al componente ¨B¨ del Kit y luego 
guardar a -20°C. 
 Solución Click-it fixative (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 
 Solución de Sulfato de Cobre (Thermo Fisher Scientific Inc., USA).  
 Solución de Ioduro de Propidio (PI) (1ml PBS1X+ 10ul RNAsa A + 0.625 µl PI). 
 Buffer Attune (1X) (Applied Biosystems, CA, USA).  
Los reactivos que se deben preparar a corto plazo o en el momento son: 
 PBS 1X + BSA Thermo Fisher Scientific Inc., USA, al 1% (almacenamiento 
máximo 24h). 
 Saponina 1X (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 
 Buffer Aditive (1X) (Applied Biosystems, CA, USA). 
 
Procedimiento:  
• Incubar 500.000 células por 2 horas a 37°C con 2 µl de Edu.  
• Lavar las células y centrifugarlas por 5 minutos a 1500 rpm  y  traspasarlas a 
un tubo cónico de 1,5 ml.  
• Descartar el sobrenadante y agregar 1 ml de Solución PBS+ 1% BSA.  
• Lavar y centrifugar nuevamente por 5 minutos a 1500 rpm para luego proceder 
a descartar el sobrenadante.  
• Agregar 50 µl de click-it fixative.  
• Incubar las células por 15 minutos en la oscuridad a T° ambiente.  
• Lavar nuevamente con 1 ml de Solución PBS+1% BSA.  
• Centrifugar por 5 minutos a 1500 rpm para luego proceder a descartar el 
sobrenadante.  
• Agregar 50 µl de Saponina 1X e incubar en la oscuridad por 15 minutos a T° 
ambiente.  
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• Agregar por muestra: 219 µl de PBS (1X), 5 µl de Solución de Sulfato de 
Cobre, 25 µl de Buffer Additive (1X) y 1,25 µl de Pacific Blue Azide.  
• Incubar las células por 30 minutos a T° ambiente.  
• Lavar con Saponina 1X y centrifugar por 5 minutos a 1500 rpm.   
• Descartar el sobrenadante y añadir 500 µl de Solución PI.  
• Incubar por 30 minutos a 37 °C en la oscuridad.  
Pasado el tiempo de incubación se agregaron 300 µl de Buffer Attune y las 
células fueron inmediatamente pasadas por el clitómetro. En todos los casos, los 
tratamientos fueron realizados por triplicado. 
3.2.1.6 Ensayo de Apoptosis  
Reactivos: 
• Solución de Bortezomib (10nM) (PS-341, Velcade; Millennium 
Pharmaceuticals, Cambridge, MA, USA).  
• Binding Buffer (cat. no. 556454) (eBioscience, Bender Med Systems GmbH 
Vienna, Austria).  
• Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (eBioscience, Bender Med Systems 
GmbH Vienna, Austria). 
• Solución de Ioduro de Propidio (PI) (eBioscience, Bender Med Systems GmbH 
Vienna, Austria)  
• Buffer Attune (Applied Biosystems, CA, USA). 
 
Procedimiento:  
• Centrifugar por 5 minutos a 500g.  
• Añadir 100 µl de Binding Buffer.  
• Agregar Anexina V (0,5-2,5 µl)  
• Incubar a T° ambiente por 5 minutos.  
• Añadir 1 µl de PI y 200 µl de Buffer Attune.  
 
En todos los casos, los tratamientos fueron realizados por triplicado. 
 
La cuantificación de la apoptosis fue realizada en base al conteo previo de 
200.000 células por replicado utilizado mediante el kit de detección Annexin V-FITC 
apoptosis detection kit (eBioscience, Bender Med Systems GmbH Vienna, Austria). La 
cuantificación de la apoptosis fue realizada en un Citómetro Attune Acoustic Flow 
(Applied Biosystems, CA, USA).  
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3.2.2. Técnicas moleculares 
3.2.2.1 Extracción de RNA 
3.2.2.1.1 A partir de material fresco 
Reactivos: 
 
• Isopropanol (Invitrogen, Carlsbad, California, USA).   
• Cloroformo (Invitrogen, Carlsbad, California, USA).   
• Trizol (Invitrogen, Carlsbad, California, USA).   
• Alcohol etílico 75%.  





La extracción del RNA total se realizó mediante la técnica de trizol/cloroformo. 
Se trabajó a partir del pellet de glóbulos blancos resuspendido en trizol. Se realizó una 
extracción con 200 μl de cloroformo, centrifugando a 12000 g por un período de 15 
minutos en centrifuga refrigerada a 4ºC. Luego, se agregaron 500 μL de isopropanol a 
la fase acuosa recuperada, se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente y 
posteriormente se centrifugó a 12000 g por 10 minutos a 4ºC. El precipitado de RNA 
obtenido tras este paso se lavó con etanol 75%, se dejó secar a 65ºC por 10 minutos y 
se resuspendió, dependiendo del tamaño del precipitado de RNA, en 30 μL-50 μL de 
agua DEPC al 0,1%.  
3.2.2.1.2 A partir de muestras incluidas en parafina 
Reactivos: 
• Kit RNeasy FFPE (Qiagen, Hilden, Alemania). 
• Kit RecoverAll
® (Ambion, Austin, TX, EE.UU). 
• Xilol al 100% (Invitrogen, Carlsbad, California, USA).   
• Etanol al 100% (Invitrogen, Carlsbad, California, USA).   











 El RNA total se aisló usando los kits RNeasy FFPE de Qiagen y Kit RecoverAll
®
 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras se colocaron en un tubo de 
1,5 ml contiendo 1 ml de xileno, se agitaron ei ncubaron a 50°C durante 3 minutos 
para fundir la parafina. Se centrifugó el material a 14.000 rpm durante 10-15 minutos a 
temperatura ambiente para sedimentar la muestra, después de lo cual, el xileno fue 
eliminado y el sedimento se lavó tres veces con 1 ml de etanol 100% a temperatura 
ambiente y se secó a temperatura ambiente durante 40-50 minutos.  
3.2.2.1.2.2 Digestión con Proteasa y Aislamiento del RNA.  
 Luego de la desparafinización, los tejidos fueron digeridos con proteasa 
incubando el sedimento en 200 ml de buffer de digestión y 4 ml de la proteasa a 80°C 
durante 15 minutos. Para el aislamiento de RNA total, se añadieron 240 ml del aditivo 
correspondiente a la muestra, seguido por agitación y adición de 550 ml de etanol 
100%. Después, la mezcla se colocó en un tubo de filtrado y se centrifugó durante 30 
segundos a 10000 rpm. El material que pasó a través del filtro fue desechado y el filtro 
fue lavado dos veces con buffer de lavado. Se efectuó la digestión de nucleasa 
mediante la adición de 60 ml de DNasa mix (6 ml de buffer de ADNasa, 4 ml de 
DNasa, 50 ml de agua libre de nucleasa) a la muestra, seguida de una incubación 
durante 30 min a temperatura ambiente. El filtro se lavó tres veces y el RNA se eluyó 
con 60 ml de agua libre de nucleasa. Los RNAs obtenidos fueron separados en 
alícuotas y almacenados a -80°C hasta su uso. 
3.2.2.1.3 A partir de la línea celular WSU-FSCCL  
Reactivos: 
• Micro Kit Plus (Qiagen, Hilden, Alemania). 
Procedimiento: 
• Efectuar la lisis celular mediante el agregado de 350 µl de Buffer RLT (MicroKit 
Plus) y centrifugar 30 segundos a 10000 rpm 
• Añadir 350 µl de etanol al 70% y homogenizar la solución generada.  
• Transferir la muestra a una columna RNeasy Mini Elute (MicroKit Plus) y 
centrifugar por 15 segundos a 10000 rpm.  
• Descartar el fluido que pasó por la columna. 
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• Añadir 700 µl buffer RW1 (MicroKit Plus) y centrifugar a 10000 rpm por 15 
segundos.  
• Añadir 500 µl de Buffer RPE (MicroKit Plus) y centrifugar por 15 segundos a 
10000 rpm.  
• Adicionar 500 µl de etanol al 80% centrifugando a 8000 rpm por 2 minutos.  
• Traspasar la columna a un nuevo tubo colector de 2 ml y centrifugar por 5 
minutos a 12000 rpm.  
• Colocar la columna en un nuevo tubo colector de 1,5 ml y eluir con 14 µl de 
agua libre de nucleasas.  
• El eluido conteniendo el RNA fue almacenado a -80°C hasta su utilización.  
 
3.2.2.1.4 Tratamiento del RNA para la exclusión de nucleasas 
 La contaminación del RNA con DNA genómico o trazas de DNA co-purificado 
fue reducida mediante el tratamiento de las muestras con el Kit Turbo DNA-FreeTM 




Los lineamientos del protocolo contemplan la adición de 0.1 volúmenes de 10X 
TURBO DNase Buffer y 1 µl de TURBO DNase a la muestra. Luego se procede a 
agitar con vórtex y amalgamar la muestra con los reactivos mencionados.  Se incuba 
la mix a 37°C por 30 minutos, seguido del agregado de 0,1 volúmenes de DNase 
Inactivation Reagent para inactivar la DNase. Se incuba a temperatura ambiente por 5 
minutos y se centrifuga por 2 minutos a 10000 rpm. 
3.2.2.1.5 Tratamiento con DNasa I  
Llas muestras analizadas en el presente estudio fueron tratadas con DNasa I, 
para evitar la posible interferencia del DNA contaminante en el RNA 
Reactivos: 
 
• DNase buffer 10X (Primer Design Ltd., Southampton, United Kindom). 









  Agregar directamente sobre el RNA 1l de Precision DNase junto con 5l de 
10X DNase buffer (Primer Design, Ltd., Southampton, United Kindom). La mezcla 
generada se incuba 10 minutos a 30°C y luego por 5 minutos a 55°C para realizar la 
inactivación de la DNase.  
3.2.2.2 Cuantificación del RNA por espectrofotometría de luz ultravioleta 
 El RNA aislado se cuantificó mediante el uso de un espectrofotómetro para 
valorar la pureza de la muestra. Para esto se consideraron las absorbancias a 
longitudes de onda de 260, 280 y 230 nm. Si la relación DO260/DO230 es <1 indica 
que la muestra contiene restos de fenoles; si la relación DO260/DO280 es <1,9 la 
muestra se encuentra contaminada con proteínas; mientras que si la relación 
DO260/DO280 es ≥1,9 la muestra es pura y se puede calcular la concentración de 
manera exacta. Para esto se utiliza la siguiente relación: 1 unidad de DO260 = 40 µg 
RNA/ µL. Los equipos utilizados para la medición del RNA fueron el Gen Quant-Pro y 
el NanoDrop® ND-1000. 
3.2.2.3 Retro-transcripción (RT-PCR) 
Reactivos:  
• Enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Promega, Biodynamics, Bs As, 
Argentina). 
• M-MLV RT Reaction Buffer 1X (Promega, Biodynamics, Bs As, Argentina).  
• dNTPs (Promega, Biodynamics, Bs As, Argentina) . 
• Primers específicos. 
• Random Primers (Primer Design Ltd., Southampton, United Kindom). 
• Presicion-nano Script Reverse Transcription Kit (Primer Design Ltd., 
Southampton, United Kindom). 
• Kit Fluidigm Reverse Transcription Master Mix 5X (Fluidigm, California, USA). 
• Agua libre de nucleasas (Promega, Biodynamics, Bs As, Argentina). 
 
3.2.2.3.1 RT-PCR del clúster SOXC 
Procedimiento:  
 
 La síntesis del cDNA se efectuó mediante la reacción RT-PCR en un volumen 
final de 20 μL empleando por cada muestra una concentración de 1 μg de RNA total. 
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El programa de PCR utilizado consistió en una desnaturalización inicial a 95ºC durante 
10 minutos, la retrotranscripción a 37ºC por 60 minutos y finalmente la inactivación de 
la enzima transcriptasa reversa a 95ºC durante 15 minutos. Cada reacción se llevó a 
cabo en un ciclador TPersonal 48 (Biometra) utilizando la siguiente mezcla: M-MLV RT 
Reaction Buffer 1X, dNTPs 10mM cada uno, random primers 250 ng/μl y 10U M-MLV 
Reverse Transcriptase  
3.2.2.3.2 RT-PCR del cluster mir17-92 
 Se sintetizó cDNA a partir del RNA total mediante la utilización de primers 
específicos para cada miRNA mediante la utilización de TaqMan MicroRNA Assay 
Protocol (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). En la reacción de RT-PCR se 
utilizaron 10 ng de RNA total, 50 nM de los primers, 1X RT Buffer, 0.25 mM de dNTPs, 
3.33 U/µl de enzima Enzima M-MLV Reverse Transcriptase y 0.25U/µl de RNAsa 
Inhibitor. Se trabajó con un volumen final de 15 µl utilizando un termociclador 
TPersonal 48 (Biometra) a 16°C durante 30 minutos, 42°C por 5 minutos y a 85°C por 
5 minutos finales.  
 
3.2.2.3.3 RT-PCR de T-UCRs 
Procedimiento: 
 El RNA total de cada una de las muestras a analizar (800 ng) previamente 
tratados con DNAse (TURBO DNAsa, Ambion) fueron sujetas a transcripción inversa 
utilizando el Presicion-nanoScriptTM Reverse Transcription Kit siguiendo las 
instrucciones del fabricante (Primer Design Ltd., Southampton, United Kindom). Para 
la amplificación de los T-UCRs diferencialmente expresados se realizaron diluciones 
seriadas de los productos obtenidos por RT-PCR.  
3.2.2.3.4 RT-PCR de lncRNAs 
Reactivos:  
• Kit Fluidigm Reverse Transcription Master Mix 5X (Fluidigm, California, USA).  
• Agua libre de nucleasas (Fluidigm, California, USA). 
 
Procedimiento: 
En una placa de 96 pocillos colocar 4 μL del Kit Fluidigm Reverse Transcription 
Master Mix 5X (Fluidigm, California, USA) para cada una de las muestras a evaluar y 
se agregó 1 μL de RNA (40-80 ng) a cada uno. Porceder a sellar, centrifugar la placa e 
introducirla en el termociclador. El programa de PCR utilizado consistió en: un paso 
Materiales y Métodos                         
67 
  
inicial a 25ºC durante 5 minutos, la retrotranscripción a 42ºC por 30 minutos y 
finalmente la inactivación de la enzima transcriptasa reversa a 85ºC durante 15 
minutos.  
3.2.2.3.4.1 Reacción Pre-Amplificación de STA (Specific Target 
Amplification) 
Reactivos: 
• Enzima PreAmp (1X) (Fluidigm, California, USA). 
• Mix Primers (5 nM) (Fluidigm, California, USA). 
• Agua libre de nucleasas (Fluidigm, California, USA). 
Procedimiento: 
De cada una de las muestras en las que se obtuvo cDNA, se tomaron 1,25 µl a 
los cuales se le adicionaron 3,75 µl de Mix que contenía 0,5 µl de primers, 2,25 µl de 
agua libre de nucleasas y 1 µl de enzima. El ciclado incluyó 2 minutos a 95°C, 22 
ciclos de 15 segundos a 95°C y 4 minutos a 60°C, finalizando a 4°C.  
 
3.2.2.3.4.2 Tratamiento con Exonucleasa I para la eliminación de primers 
no incorporados.  
Reactivos: 
• Enzyma Exo I (EN0582) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).  
• Buffer Exo (1X) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).  
• Agua libre de nucleasas (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).  
Procedimiento: 
Se generó una Mix que incluyó 1,4 µl de agua libre de nucleasas, 0,2 µl de Buffer 
Exo y 0,4 µl Enzyma Exo I. Los 2 µl finales de Mix fueron incorporados a los 5 µl de 
material obtenido luego de la reacción STA. Los parámetros de ciclado incluyeron una 
digestión de 30 minutos a 37°C y una inactivación de 15 minutos a 80°C, finalizando 
con un mantenimiento final de 4°C.  
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3.2.2.4 PCR en tiempo real (qRT-PCR) 
3.2.2.4.1 Curvas estándar de calibración 
 Para trabajar con qRT-PCR es necesario realizar curvas estándar durante cada 
ciclado o previamente al análisis de las muestras incógnita, con diferentes 
concentraciones de los genes de interés. Estas curvas permiten:   
 
• Calcular la eficiencia de amplificación de los primers, dato importante para la 
cuantificación relativa (intra-experimento).  
• Estimar el valor absoluto (cuantificación absoluta) del número de copias de un 
determinado transcripto.  
• Determinar el rango dinámico de sensibilidad de cada reacción.  
• Calcular la variabilidad y normalizar los datos de diferentes experimentos 
(inter-experimento).  
 
 Para la construcción de las curvas estándar de calibración para la medición de 
los genes SOXC, se empleó ADNc obtenido de la línea celular WA09 derivada de 
progenitores neuronales (Instituto de Investigación WiCell, Madison, EE.UU.), que 
expresa niveles elevados de dichos genes. Para la medición de los genes no 
codificantes, debido a la carencia controles positivos, se utilizaron diluciones de la 
muestra calibradora, equivalente a una mezcla de concentraciones equimoleculares de 
todos los pacientes de la serie a analizar. En todos los casos se realizaron diluciones 
seriadas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16 y 1/32) del cDNA en cuestión y se amplificó cada punto de 
la curva por triplicado. La razón de la cuantificación entre el gen endógeno de 
referencia y cada uno de los genes blanco se calculó tanto en las muestras de 
pacientes como en una serie de controles normales, utilizando los softwares de 
Lightcycler o Step One PlusTM, y las curvas previamente mencionadas. En la Figura 23 
se muestran las curvas estándar de calibración para los genes GUS-B (β-






















Figura 23: Curvas estándar de calibración para los genes GUS-β y SOX11, representadas por 
el logaritmo de la concentración de ARN respecto a su Cp (crossing point ). Para cada 





3.2.2.4.2 qRT-PCR para la cuantificación del clúster SOXC 
Reactivos: 
• Capilares de vidrio (Roche Diagnostics, BsAs, Argentina). 
• Kit TaqMan (Roche Diagnostics, BsAs, Argentina). 
• Primers específicos para cada gen (Applied Biosystems). 
• Kit de amplificación para el gen GUS-B (β-glucoronidase) (Hs00939627_m1, 
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 
 
Procedimiento:  
 La expresión de los genes SOX4 (Hs00268388_s1), SOX11 (Hs00846583_s1) 
y SOX12 (Hs00272869_s1) (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), fue evaluada 
mediante la técnica de qRT-PCR a partir de los cDNA previamente obtenidos, 
empleándose un termociclador LightCycler® 2.0 (Roche Diagnostics). Para la 
cuantificación de la actividad transcripcional se utilizó la metodología TaqMan. Las 
condiciones del ciclado incluyeron 2 min a 50ºC, 10 min a 95ºC para activar la enzima, 
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3.2.2.4.3 qRT-PCR para la cuantificación del clúster miR17-92 
 Reactivos: 
 
•   TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster 
City, CA, USA). 
• Capilares de vidrio (Roche Diagnostics, BsAs, Argentina). 
• Kit TaqMan (Roche Diagnostics, BsAs, Argentina). 
• Primers específicos para cada gen: miR17 (002308), miR18a (002422), 
miR19b (000396), miR92a (000431), RNU6B (Hs00939627_m1)(Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA). 
 
Procedimiento:  
 La reacción de qRT-PCR se llevó a cabo utilizando metodología TaqMan 
mediante el uso del termociclador LightCycler® 2.0 (Roche Diagnostics). Se trabajó 
con una solución final de 10 µl que incluyó 0.67 µl de producto de RT, 1X TaqMan 
Universal Master Mix, 1 µl de primers y sonda del Kit TaqMan MicroRNA Assay 
protocol. Las reacciones fueron incubadas a 95°C durante 10 minutos, seguidos de 45 
ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto. 
3.2.2.4.4 qRT-PCR de T-UCRs 
Reactivos: 
• SYBR Green I qPCR Mastermix (Primer Design, Ltd., Southampton, United 
Kindom). 
• T-UCR primer mix (Catalogo: T-UCR-70, T-UCR-216; T-UCR-414) (Primer 
Design, Ltd., Southampton, United Kindom). 
• Primer Design 2X Precision TM Master Mix (Primer Design, Ltd., 
Southampton, United Kindom). 
• Kit de amplificación para el gen de referencia ACTB (β-Actina). (Primer 
Design, Ltd., Southampton, United Kindom). 
• Agua libre de DNAsas/RNAsas.  
 
Procedimiento: 
 Para la amplificación de los T-UCRs diferencialmente expresados, se realizaron 
diluciones seriadas de los productos obtenidos por RT-PCR. Las reacciones fueron 
efectuadas por triplicado en un termociclador Step One PlusTM acorde a las 
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indicaciones del proveedor (Applied Biosystems Technologies), utilizando la 
metodología SYBR Green I. Como control endógeno de la reacción se empleó el gen 
de expresión constitutiva ACTB. Se incubaron 10 µl de  Primer Design 2X PrecisionTM 
Master Mix, 4 µl de agua libre de nucleasas y 1 µl de una mix de primers para cada 
uno de los T-UCRs a cuantificar con una concentración de 300 nM, en un volumen 
final de 15 µl. Las condiciones de ciclado incluyeron la incubación de las muestras a 
95°C durante 10 minutos, seguidas de 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C 
durante 1 minuto.  
3.2.2.4.5 Análisis de expresión de lncRNAs mediante qRT-PCR 
3.2.2.4.5.1 Diseño de primers  
 Se empleó del software PerlPrimer versión 1.1.21. Debido a que un gran 
porcentaje de muestras a analizar provino de material embebido en parafina, con la 
consiguiente degradación genómica característica del mismo, se optimizó en la 
medida de lo posible el tamaño de los amplicones a 80 nucleótidos o menos. 
Asimismo, se procedió al análisis de otros importantes parámetros como: estabilidad 
del extremo 3´, temperatura de melting (Tm), contenido de CG, ausencia de 
estructuras secundarias, auto-complementariedad y concentración de cationes para 
una mayor eficiencia de detección de los amplicones. Se efectuó el análisis de la 
estructura secundaria mediante el software Beacon DesignerTM Free Edition 
(http://www.premierbiosoft.com/crm/jsp/com/pbi/crm/clientside/EligibleForDiscountLogi
nForm.jsp?LoginForFreeTool=true&PID=1) a fin de seleccionar los mejores primers en 
cuanto a la formación de dímeros cruzados y auto-dímeros (aquellos que presentaban 
mayores valores de -∆G). Finalmente se continuó con el análisis de la estructura 
secundaria del producto esperado mediante el software mFold 
(http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/mFold/). Sólo se tuvieron en cuenta los 
primers que generaban un producto sin estructuras secundarias, o que tenían una Tm 
menor que la temperatura de annealing de la PCR. Finalmente, para cada par de 
primers se realizó un enfoque basado en la generación de una PCR in sílico para 
asegurar la máxima especificidad mediante la anotación GRCh38/hg38 assembly 
disponible en el UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/). En la Tabla 6 se  
detallan los primers utilizados y sus principales propiedades. 
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Tabla 6: Secuencias y caracteristicas de los primers utilizados para la validación por qRT-PCR 
 
 
ENSG: Identificacion génica de Ensembl; Long: Longitud; Tm: Temperatura de Melting; ΔG: Energía libre del par de primers (kcal/mol) 
Gen Gen ENSG Primer Forward  Long. Tm Primer Reverse Long. Tm Amplicon ΔG 
AC005105.2 ENSG00000225286.1 CTCCTCCTGACTCCCAGAGA 20 61.66 TTAAGCAGCAGTTTCTTAGGCA 22 60.36 64 0 
AC009310.1 ENSG00000225911.1 TACCACCCACGCATTCATCAT 21 61.98 TAGCCAGTTACCAAATCCTCCA 22 60.97 72 0 
AC012358.8 ENSG00000240401.3 ATGTATTAGTCACCAAGGGTCA 22 58.67 AAGCAGAGGCATTATCCAAAG 21 58.44 61 0 
AKR7A2P1 ENSG00000229020.4 TTCTATGCCTTCAACCCTCT 20 58.10 CTGTTTCCTGTCCTTGTCCTTA 22 59.76 74 0 
AP000462.1 ENSG00000256315.1 CCCAGCAGAAGATTGGTAACTAA 23 60.21 TGTTGGCTCAAGATACCAGAAT 22 59.55 71 0 
AP000462.2 ENSG00000255580.1 ACTTCATCAGCAACAGACCCA 21 61.77 TTTCCCTCTGCCTGATAACTTC 22 59.89 62 0 
CTB-50L17.5 ENSG00000267255.1 AAATCTCGTATGGTTGGGCT 20 59.15 GTTCATTTCTGGACTGGTGCT 21 60.65 74 0 
CTD-
2349P21.11 
ENSG00000265334.1 ACACCTGTAATCCCAGCACTT 21 61.50 CGAACTCCTGACCGCATTATT 21 60.58 60 0 
FAM86B3P ENSG00000173295.3 TCTTCTCCAAAGCTCAACCACA 22 61.96 TCCTCCCATCCTCTTACCCT 20 61.02 66 0 
MORF4L1P5 ENSG00000231857.1 TCTCACCACTCCTATTCAACA 21 58.20 TGCCCTTTATTTCCTTCTCCT 21 58.81 74 0 
NPM1P11 ENSG00000226827.1 TGGTCTTATGGTTGAAGCGT 20 59.38 CTCTTCCTCCACAGCTACTAA 21 58.36 73 0 
RP11-231N9.1 ENSG00000237971.1 CTGGTCTTGAACTCCTAACCTC 22 59.89 TCACACCTGTAATCCAGCACTT 22 61.76 70 0 
RP11-360L9.7 ENSG00000253174.2 CGGTTCCAGGTCTTCATTCTT 21 60.10 AGCGAGACTCCATTTCCAAA 20 59.38 61 0 
RP11-465L10.10 ENSG00000204044.5 CAGTTGTCTGATTCCAGTTAGGTT 24 60.69 CGTGTCACATCCGATCCATC 20 60.67 70 0 
RP11-713B9.1 ENSG00000256558.1 AGAACAATACCAGCCCTTCTT 21 59.11 CATTCCTTCAGATTTGGCTTGA 22 59.03 60 -0.90 
RP11-996F15.2 ENSG00000257176.1 GGCTTCAAGGTCAACTTAAACT 22 58.90 TTCTCCATAAGCATTAGGCTCA 22 59.08 67 0 
RP4-694A7.2 ENSG00000233589.1 AACAAGCCTATTTCAGCGTATCT 23 60.27 CTTTCTCCTCCCACAAGGTT 23 60.27 100 -0,45 
YEATS2-AS1 ENSG00000233885.2 TCAACCAGGCAGAAGGAAGT 20 61.14 CAGACACAGACTCAGACCCA 20 60.90 65 0 
LZTS1 ENSG00000061337.11 CAAGTCCTCCCACCTCAAGA 20 60.91 GAGAAGCCAAACCTCAGCAG 20 61.03 62 -0,5 
BRCA1 ENSG00000012048.14 CTTGCAGGAAACCAGTCTCA 20 59.96 TTTGTCCTCAGAGTTCTCACAG 22 59.76 65 -0,5 
PBK ENSG00000168078.5 GATATAAAGCCAGCCAAGATCCT 23 60.15 AACCCTCTTGCCATATTCAAAG 22 58.76 72 -0,49 
KIF2C ENSG00000142945.8 TCGGAGGAAATCATGTCTTGT 21 59.19 TCTTCTCTTCTCGCTTGTTCT 21 58.86 61 -0,26 
MCM6 ENSG00000076003.4 GTGGTGTTGATGGATATGAGAC 22 58.65 CAGCCTATAAGAAAGGTCCCTA 22 58.54 76 -1,72 
TPX2 ENSG00000088325.11 GACAACACTTACTACAAAGAGGCA 24 60.92 GAAGAACAAGCATTTGACGGA 21 59.22 73 -0,4 
TBP ENSG00000112592 GCCCAAACGCCGAATAT 18 63.1 CGTGGCTCTCTTATCCTCATGA 22 61,7 65 -0.1 
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3.2.2.4.5.2 qRT-PCR para expresión de lncRNAs 
 
 Se utilizó la plataforma Fluidigm Digital Array IFC (Fluidigm, California, USA). 
La misma permite automatizar multiples de reacciones de PCR en forma individual, 
disminuir en gran medida los pasos de procesamiento como así también la cantidad 




 En primera instancia se generó la PreAmp Mix para la cual se adicionaron 2 µL 
de 2X SsoFastTM EvaGreen® Supermix with Low ROX (BioRad Laboratories) y 20X 
DNA Binding Dye Sample Loading Reagent (Fluidigm, California, USA) que se 
agregaron a la STA Mix. Luego se preparó la Mix de qRT-PCR que incluyó: 2,5 µL de 
Assay Loading Reagent (Fluidigm, California, USA), 2,25 µL de 1X DNA Suspension 
Buffer (Teknova; Ontario, Canada) y 0,25 µL de cada primer Forward y Reverse Mix a 
una concentración de 100 µM para lograr un volumen final de 5 µL.  Las condiciones 
de ciclado para la etapa final de amplificación incluyeron, un Hot Start de 1 minuto a 
95°C, 5 segundos a 96 °C seguidos por 20 segundos a 60°C por 30 ciclos.  
 
3.2.2.4.6 Fundamento SYBR Green I y TaqMan 
La técnica de qRT-PCR empleando SYBR Green I es la más simple ya que se 
basa en la detección de los productos de PCR mediante el empleo de un fluorocromo 
intercalante (SYBR Green I) en el ADN doble cadena (ADNdc). Dicho fluorocromo se 
une al surco menor del ADNdc aumentando su fluorescencia. Durante los 
consecutivos ciclos de la reacción de PCR la cantidad de ADNdc aumenta de manera 
exponencial y, por consiguiente la cantidad de intercalante que puede unirse al mismo 
y emitir fluorescencia a una longitud de onda de 530 nm. La señal fluorescente 
aumenta gradualmente durante la fase de extensión, siendo máxima al final de cada 
fase y disminuyendo o desapareciendo en cada fase de desnaturalización (Figura 24). 
Esta técnica no es específica de la secuencia amplificada, por lo que puede detectarse 
fluorescencia emitida por productos no específicos y/o dímeros de primers. Para 
evaluar la especificidad de la amplificación debe realizarse un análisis de curvas de 
melting, posteriormente al ciclado, a fin de evidenciar eventuales productos 
inespecíficos que pudieran alterar la calidad de la estimación cuantitativa. En el 
análisis de melting la temperatura aumenta lentamente por encima del punto de 
desnaturalización luego de la amplificación del fragmento. La fluorescencia será  




máxima a temperaturas bajas, cuando todo el ADN se encuentra como ADNdc, pero 
disminuirá de manera drástica cercano al punto de melting del producto específico. 
Este punto corresponde a la Tm, la cual es característica de cada producto ya que la 
desnaturalización de un fragmento de ADN depende de su longitud, su secuencia de 
bases y su contenido en GC, pudiendo identificarse cada uno de ellos de manera 
específica. 
A diferencia de la técnica de SYBR Green I, la metodología TaqMan emplea 
sondas de hidrólisis, que utilizan la actividad 5’3’ exonucleasa de la Taq polimerasa 
para detectar y cuantificar los productos de PCR específicos en la reacción de qRT-
PCR. Estas sondas están marcadas con un fluorocromo dador (fluoróforo) en el 
extremo 5’ que emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor (quencher) en el 
extremo 3’ que absorbe la fluorescencia liberada por el fluoróforo. Para que esto 
ocurra, las moléculas dadora y aceptora deben encontrarse próximas entre sí. 
Mientras la sonda está intacta, la fluorescencia emitida por el dador es absorbida por 
el aceptor. Sin embargo, cuando la secuencia de interés es amplificada, la sonda de 
hidrólisis hibridada con la secuencia de interés, es desplazada por la actividad 5’ 
exonucleasa de la Taq polimerasa que hidroliza el extremo libre 5’ de la sonda y 
produce la liberación del fluorocromo dador. Como ambos dador y aceptor se 
encuentran separados espacialmente, la fluorescencia emitida por el primero puede 
ser detectada por el lector del termociclador. Durante cada ciclo de PCR consecutivo, 
la fluorescencia aumenta por la progresiva y exponencial acumulación del reportero 

















Figura 24: Mecanismos de operación de las metodologías a) SYBR Green I y b) TaqMan. Sólo taqMan. 
 
 
3.2.2.5  Microarrays de expresión de T-UCR  
3.2.2.5.1 Plataforma  
 Para el análisis de T-UCRs por microarrays se utilizó la plataforma Agilent-based 
Array comercializada por Arraystar Inc. (Rockville, Maryland, USA). La misma está 
diseñada para determinar la expresión global del total de los 481 T-UCRs en humanos. 
El lineamiento general de esta plataforma permite que cada T-UCRs este flanqueado 
por 1 kb adicional en cada extremo por sondas específicas de 40 pb de modo de 
facilitar la detección precisa de estos elementos genómicos. Además de la detección 
del total de T-UCRs en humanos, esta plataforma de array permite la identificación de 
1.518 lncRNAs y 2.261 mRNAs adicionales cuyas unidades de transcripción se 
solapan con los T-UCRs previamente mencionados, ya sea en la orientación sentido o 
anti-sentido. Por último, incluye 1.809 genes con capacidad codificante de proteínas 
situados a menos de 500 kb de cada uno de los 481 T-UCR permitiendo revelar  




cualquier relación funcional entre los T-UCR y genes codificantes proximales. En la 
Figura 25 se representa un diagrama con la ubicación espacial de las sondas de 
expresión de la plataforma Agilent-based Array de Arraystar empleada. 
 
Figura 25: Diagrama representando las sondas para la detección de cada uno de los 481 T-
UCR, más un adicional de 1 kb que flanquea cada extremo de los mismos (sondas sentido: 
flechas naranja; antisentido: flechas violeta (resolución de 40 pb).  
 
3.2.2.5.2 Marcado del RNA  
 La preparación de cada una de las muestras y la hibridación para el array se 
realizó de acuerdo a las instrucciones establecidas por el fabricante. Brevemente, 
tanto los mRNAs como los lncRNAs fueron purificados a partir de RNA total posterior a 
la remoción del RNA ribosomal (rRNA)  utilizando el mRNA-ONLY™ Eukaryotic mRNA 
Isolation Kit, Epicentre. Luego, cada muestra fue amplificada para ser retrotranscripta 
a RNA antisentido (cRNA) utilizando random primers. Los cRNAs marcados fueron 
hibridados en el Human T-UCR Array (8 x 60K). Luego del lavado de los preparados, 
los arrays fueron analizados mediante el Agilent Scanner G2505C, utilizándose el 
Agilent Feature Extraction software (version 11.0.1.1) para analizar las imágenes 
adquiridas. La normalización y el posterior procesamiento de los datos se realizaron 
con el software GeneSpring GX v11.5.1 (Agilent Technologies). Se consideraron dos 
tipos de sondas: de expresión y tiling probes (sondas mosaico). Las sondas de 
expresión fueron utilizadas para el análisis de la expresión diferencial de T-UCRs, 
como así también de genes cuyas unidades de transcripción presentaban 
solapamiento con T-UCRs y genes proximales a UCRs, en tanto que los tiling probes 
fueron empleados para determinar regiones noveles de transcripción.  
3.2.2.6 Secuenciación de lncRNAs mediante RNAseq 
 Se utilizaron 3 µg de RNA total para la preparación de las librerías 
correspondientes. Se logró la exclusión completa del RNA ribosómico mediante la  




utilización del Kit Ribo-Zero™ Magnetic Kit (Epicentre) siguiendo las especificaciones 
del fabricante.  Las librerías de cDNA fueron obtenidas mediante la utilización del kit 
Ribo-Zero™ Magnetic Kit  (Epicentre). La secuenciación fue realizada usando un 
secuenciador HiSeq2000 (Illumina) del Centro Nacional de Análisis Genómicos 
(CNAG) de Barcelona, España, obteniéndose más de 160 millones de lecturas de 75 
nucleótidos cada una. Para cada una de las muestras analizadas el 95% de las 
lecturas fueron alineadas correctamente respecto al genoma humano (hg19) utilizando 
el software GEM-split-mapper (http://gemlibrary.sourceforge.net). La cuantificación 
génica y de isoformas fue realizada mediante la utilización del Flux Capacitor y la 
anotación v15 del genoma humano del repositorio genecode (Derrien et al, 2012). 
Adicionalmente, la normalización en conteos por millón de unidades (CPM) fue 
efectuada en base al número de librerías individuales obtenidas para el análisis de 
genes diferencialmente expresados (DE). El análisis de correlación entre las muestras 
fue realizado mediante la medición por RPKM (reads per kilobase per million mapped 
reads) (Dillies MA et al, 2013). Paralelamente la relación GLM (Generalized Linear 
Models) basada en el índice de proporciones fue evaluada mediante el software 
edgeR para la detección y análisis de expresión diferencial entre los distintos genes 
analizados (Robinson MD et al, 2010).  
3.2.3. Análisis in silico 
3.2.3.1 Agrupación Jerárquica (Hierarchical Clustering) 
 La Agrupación Jerárquica provee una visión amplia de los patrones del 
comportamiento de todo un conjunto de datos siendo utilizada en distintos ámbitos 
para detectar familias o grupos de genes con características similares o equivalentes. 
El clustering se puede utilizar alternativa o conjuntamente con el análisis de 
agrupación de muestras en función de los vectores de expresión de los diferentes 
genes con valores de expresión conocidos. Por ejemplo, en el caso de buscar la 
agrupación de genes que posean un perfil de expresión similar ante condiciones 
particulares. Idealmente se intenta que los grupos (clústeres) encontrados sean 
homogéneos (baja variabilidad intra-grupo) y bien separados (alta variabilidad inter-
grupos) de este modo, se define la correlación como medida de co-expresión.  
 
 La matriz de expresión es una representación de datos de múltiples 
experimentos, que incluyen numerosas variables simultáneas (genes). Esta técnica se 
usa como método para detectar agrupaciones o asociaciones cuando no existe un 
conocimiento previo al respecto, y por lo tanto es una técnica no supervisada (que no  




está sujeta a una idea preconcebida). Un valor que representa la distancia entre dos 
genes o experimentos es computado al sumar las distancias entre sus respectivos 
vectores. La forma en que este valor es normalizado o cómo la distancia es 
computada depende de la medida de la distancia (métrica) utilizada. Hay una multitud 
de algoritmos disponibles, tanto coeficientes de correlación lineales, como 
correlaciones no-paramétricas, o coeficientes de correlación por rangos. De este modo 
la Agrupación Jerárquica, a diferencia de otros métodos estadísticos, otorga una visión 
gráfica de asociaciones particulares entre los genes estudiados y las variables clínico-
patológicas entre sí. 
Métricas 
 La manera de encontrar estas asociaciones se basa en el uso de una métrica 
como medida de similitud entre un patrón de expresión y otro, que juega un rol 
primordial en las familias o clústeres que se forman. Las métricas se basan en tres 
elementos básicos: 
 
1. La distancia entre genes individuales. 
2. La distancia entre los grupos. 
3. La regla de detención. 
 
 Los grupos se construyen iterativamente uniendo los dos genes o grupos más 
“cercanos” en cada paso. El resultado es un árbol de familias (dendrograma) donde 
cada grupo se acomoda junto a otro grupo similar. La distancia Euclidiana es sensible 
a la adición y multiplicación de todos los vectores por un factor constante. También es 
sensible a la dimensión de los valores de los vectores, por ejemplo si los valores 
faltantes reducen la dimensión de ciertos vectores. 
 En el presente trabajo se utilizó el programa de TIGR (The Institute for Genomic 
Research), llamado Multi Experiment Viewer (MeV) (http://www.tm4.org/) (Saeed et al, 
2003) con el fin de medir la similitud/diferencia entre las variables analizadas y buscar 
patrones de expresión similares entre las muestras estudiadas mediante el empleo de 








3.2.3.2 Análisis de correlación de los perfiles de expresión diferencial de 
lncRNAs 
 Con el fin de analizar potenciales correlaciones e interacciones entre los 
lncRNAs encontrados DE por RNA-Seq se utilizó el algoritmo Treelet diseñado en el 
Departamento de Teoría de Señales y Comunicaciones, de la Universidad Politécnica 
de Cataluña (UPC), Barcelona, España (Bosio et al, 2012). El presente algoritmo tiene 
como objetivo la utilización de información biológica obtenida ¨a priori¨ para el 
desarrollo de notaciones útiles para el análisis de datos y predicción de función de 
genes. El mismo se basa en la agrupación jerárquica de los perfiles de expresión 
génica combinando de forma iterativa la mayor cantidad posible de perfiles en 
términos de correlaciones de los mismos, minimizando de esta manera el posible ruido 
de fondo (Bosio et al, 2012). El output del algoritmo permite la obtención de 
dendrogramas generados de manera independiente respecto de los valores de 
expresión medidos en cada conjunto de grupos de muestras (asociadas a enfermedad 
agresiva vs. indolente). Se utilizó un punto de corte de 0.1 debido a que (i) permite la 
detección de genes codificantes que demuestran una elevada correlación dentro de 
cada nodo (Cut Off considerado para una correlación de Pearson por encima de 0.97) 
y (ii) da como resultado una elevada penalidad dentro del grupo con menor número de 
casos resultando en un background superior, por ende se espera no tener en cuenta 
correlaciones potencialmente de menor significancia biológica. De esta forma, el 
número total de genes dentro de cada uno de los nodos generados muestra valores de 
correlación por encima del punto de corte obtenido por la correlación de Pearson, lo 
que permite mantener un número de genes suficientemente grande para detectar 
enriquecimientos significativos noveles en las vías de señalización detectadas.  
3.2.3.3 Análisis de enriquecimiento funcional 
 El análisis de enriquecimiento ontológico-funcional permite evaluar el impacto a 
nivel sistémico, de un grupo determinado de genes candidatos que en su conjunto 
alteran, modifican o enriquecen un proceso biológico, función molecular o vías 
metabólicas o de señalización específicas. En el presente trabajo el enriquecimiento 
funcional fue realizado, a partir de las listas de genes candidatos adquiridas desde el 
punto anterior en donde se obtuvieron lncRNAs altamente correlacionados a genes 
codificantes, mediante la utilización del servidor web publico g:Profiler para la 
caracterización de las listas de genes generadas. El algoritmo tiene en cuenta la 
estructura de distribución desigual de sus conjuntos de genes funcionalmente 
anotados. Asimismo, g:Profiler utiliza un sistema de corrección por comparaciones 
múltiples mediante la implementación del algoritmo g:SCS para reducir los índices de  




significancia. De forma adicional, es posible seleccionar la corrección de Bonferroni 
(BC) o por FDR (False Discovery Rate). Sin embargo, las correcciones realizadas por 
el algoritmo g:SCS permiten obtener un mejor umbral de resultados significativos y no 
significativos que BC o FDR (Reimand et al, 2007).  Para estos análisis se recurrió a 
diferentes bases de datos como GO (Gene Ontology), Reactome o KEGG (Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes), que permiten disponer de información 
ontológica funcional relacionada a dichos genes candidatos.  
El objetivo de estos análisis radico en determinar si todos los miembros de un 
grupo de interés, están distribuidos al azar o no (Subramanian et al, 2005). Para ello, 
los genes se disponen en base a un criterio de ordenamiento y luego se recorre el 
mismo para calcular el máximo del enriquecimiento inducido. A cada gen se le aplica 
un puntaje que se modifica de manera proporcional a la correlación de su nivel de 
expresión con el fenotipo de las clases, cada vez que encuentre un gen que 
pertenezca (o no) a la lista de miembros de la categoría de interés. Luego, este 
enriquecimiento se compara contra la distribución para evaluar si el ordenamiento 
observado es esperable o no por azar.  
3.2.4. Análisis estadístico 
  Los resultados obtenidos en los diferentes grupos se analizaron 
estadísticamente empleando el test de Mann-Whitney. El análisis de las variables 
clínicas y moleculares entre grupos se llevó a cabo mediante el test t de Student (para 
variables cuantitativas) y Chi cuadrado o exacto de Fisher (para variables categóricas). 
El coeficiente de Kendall se empleó para los estudios de correlación entre las variables 
clínicas analizadas. Los puntos de corte en la expresión de los genes en estudio se 
seleccionaron de acuerdo al test Receiver Operating Characteristic (ROC), que hace 
factible determinar el valor umbral que permite discriminar con buena sensibilidad y 
especificidad una población de muestras considerada para la variable en estudio 
respecto de una anormal. El análisis de la sobrevida libre de progresión (SLP), definida 
como el tiempo desde el diagnóstico hasta la progresión de la enfermedad, y de la 
sobrevida (SV) global ,comprendida desde el diagnóstico hasta el comienzo del 
tratamiento o la última consulta médica, se estimó por el método de Kaplan-Meier, 
efectuándose las comparaciones mediante el log-rank test. Se utilizadon los modelos 
de regresión de Cox para cada una de las variables, calculando la razón del riesgo 
como el Hazard Ratio (HZ) con un IC del 95% ajustado. Para el análisis estadístico se 
utilizaron los programas GraphPad Prism versión 6.0 y SPSS versión 1.8.   




 En el análisis de microarrays, tanto para las sondas de expresióncomo para el 
análisis de las tilling probes, y teniendo en consideración la intensidad de la señal 
absoluta, se efectuó la normalización mediante el método por cuartiles utilizando el 
software Gene Spring GX v11.5.1, filtrándose las sondas de baja intensidad. Las 
regiones de transcripción noveles fueron identificadas mediante el filtrado de aquellas 
que se solapaban con exones de mRNAs o lncRNAs conocidos previamente. Los 
transcriptos fueron considerados estadísticamente significativos cuando las diferencias 
reflejadas alcanzaban dos veces el valor absoluto total y un p<0,05. Asimismo, se 
implementó el FDR para la corrección de los valores estadísticamente significativos. 
La especificidad de los amplicones se comprobó como una señal de pico único y 
consistente en el análisis de fusión. La expresión cuantitativa relativa se calculó con 
los softwares LightCycler® 2.0 (Roche Diagnostics) y StepOne Plus (Applied 
Biosystems) según correspondió. Los ensayos de cuantificación de proliferación y 
apoptosis fueron realizados en un Citómetro Attune Acoustic Flow (Applied 
Biosystems, CA, USA). Para todos los test, se consideró como estadísticamente 
significativo un p<0,05. 
 
 






















CAPÍTULO  I 
¨Análisis de expresión diferencial de los Clusters SOXC y 
miR17-92 en LCM¨.




4. Resultados  
4.1. Pacientes estudiados. 
En el presente estudio se efectuó la cuantificación de la expresión de cuatro 
miembros del clúster miR-17-92: miR17, miR18a, miR19b y miR92a, y de los genes de 
la familia SOXC en 70 pacientes con LCM y 20 individuos sanos, considerados 
controles normales. Las totalidad de las muestras fueron biopsias ganglionares 
incluidas en parafina provistas por el Servicio de Patología del Instituto de 
Investigaciones Hematológicas de la ANM. En la Tabla 7 se muestra la distribución por 
edad, sexo y estadio clínico de los pacientes evaluados y se detallan los controles. 
 








M F I-II III-IV 
Pacientes 70 41 29 64,5(37-87) 3 (7,3) 38 (92,7) 
Controles 20 11 9 65,3 (39-84) - - 
  
 El diagnóstico de la enfermedad se basó en las características morfológicas e 
inmunofenotípicas acorde a los criterios establecidos por la WHO 2008 (Swerdlow et 
al, 2008). Las muestras fueron obtenidas al diagnóstico o previo a cualquier 
tratamiento. Se observó presentación ganglionar en 53 pacientes, mientras que el 
resto mostró diferentes localizaciones: amígdalas (12), colon (2), estómago (1), órbita 
(1) y parótida (1). La media de seguimiento fue de 13 meses (rango: 0-70 meses). Al 
momento del presente estudio, 14 pacientes presentaron recaída de la enfermedad y 
11 de ellos fallecieron por progresión de la misma. 
4.2. Evaluación de los perfiles transcripcionales del clúster miR17-92 en 
pacientes con MCL y CN. 
 En primera instancia se efectuó el análisis de los niveles de expresión de los 
miembros del clúster miR-17-92: miR17, miR18a, miR19b y miR92a,  observándose 
aumento de la expresión para miR19b y miR92a, y disminución de los niveles de 
transcripto para miR17 y miR18a, respecto de controles (miR17:-0,4267±0,1880; 
miR18a:3,822±0,2229; miR19b:-0,4267±0,1880; miR92a:-2,433±0,3134) (p<0,0001). 
La Figura 26 muestra los niveles de transcripto obtenidos para cada gen evaluado en 
pacientes y controles normales. 
 























Figura 26: Dot plot mostrando la distribución de los perfiles de expresión de los genes miR17, 
miR18a, miR19b y miR92a en pacientes y controles normales  
 
 El análisis comparativo mostró que los niveles de miR19b (4,2 ± 0,17) y miR92a 
(3,59 ± 0,21) fueron significativamente mayores a los exhibidos por mir17 (-1,42 ± 











Figura 27: Box plot mostrando la comparación entre los perfiles de expresión de los genes 
miR17, miR18a, miR19b y miR92a en pacientes con LCM.  
*: Diferencias significativas de miR19b respecto de miR17, miR18a (p<0,0001); 
#: Diferencias significativas de miR92a respecto de miR17, miR18a (p<0,0001) 




Asimismo, el análisis de expresión génica de los miembros del clúster miR17-
92 reveló que los genes miR19b y miR92a presentaron sobreexpresión en el 73,2% y 
71,8% de los pacientes, respectivamente (puntos de corte ROC, miR19b: 2,01; 
miR92a: 1,17), en tanto que los genes mir17 y miR18a se hallaron con expresión 
disminuida en el 60% y el 69% de la cohorte analizada, respectivamente (puntos de 
corte ROC, mir17: -1,27; miR18a: -067).  
  
Simultaneamento, se efectuó la evaluación de la correlación de los niveles de 
transcripto de estos genes, encontrando correlaciones positivas entre los patrones de 
expresión exhibidos por mir17 y miR18a (p<0,0001; r = 0,5046) y por los niveles de 









Figura 28: Análisis de correlación de la expresión génica de miR19 en relación a miR92a y de 
miR17 respecto a miR18a. 
 
4.3. Análisis de los perfiles transcripcionales del clúster SOXC en 
pacientes con LCM y controles. 
Simultáneamente, se evaluó el nivel de expresión de los miembros de la familia 
de factores de transcripción SOXC: SOX4, SOX11 y SOX12, en los pacientes con 
LCM y controles (SOX4:-2,763±0,2121; SOX11:-1,013±0,1178; SOX12: 
1,570±0,1364), observándose diferencias significativas para los tres genes 

























Figura 29: Dot plot mostrando la distribución de los perfiles de expresión de los genes SOX4, 
SOX11 ySOX12 en pacientes con LCM y controles normales.  
  
Los análisis de expresión génica dentro de este clúster mostraron que SOX11 y 
SOX12 se encontraban sobreexpresados en el 70% y 74% del total de la cohorte, 
respectivamente (puntos de corte obtenidos mediante curvas ROC, SOX11: 1,76; 
SOX12: 2,61). De manera inversa, SOX4 se encontró con niveles transcripcionales 
disminuidos en el 49% del total de los pacientes analizados (punto de corte ROC: 
1,95). Paralelamente, los niveles de expresión de los genes de SOX11 (2,23 ± 0,16) y 
SOX12 (3,32 ± 0,16) fueron significativamente mayores a los de SOX4 (1,33 ± 0,24) 



























Figura 30: Box plot mostrando la comparación entre los perfiles de expresión de los  
  genes SOX4, SOX11 y SOX12 en pacientes con LCM. 
 
Asimismo, se analizó si existía alguna correlación entre los niveles de 
expresión de los tres genes SOXC, pudiendose observar una correlación positiva entre 
los niveles de transcripto de SOX11 y SOX12 (p<0,0001; r = 0,6988). Por el contrario, 
detectamos una correlación negativa entre los niveles de expresión de SOX11 y SOX4 
(p<0,0001; r= - 0,7027), así como de SOX12 respecto de SOX4 (p<0,0001; r = - 
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Figura 31: Análisis de correlación de la expresión génica de SOX4, SOX11 y SOX12.  
 
4.4. Asociación entre los perfiles transcripcionales de los miembros de 
los clústeres SOXC y miR17-92. 
 Posteriormente, evaluamos la relación entre los niveles de transcripto exhibidos 
entre ambos grupos de genes. Este análisis permitió encontrar correlaciones positivas 
entre los patrones de expresión de SOX11 y miR19b (p<0,0001; r = 0,5398) y miR92a 
(p<0,0001; r = 0,4925). Del mismo modo, SOX12 correlacionó de manera positiva con 
miR19b (p<0,0001; r = 0,5125) y con miR92a (p<0,0004; r = 0,4151). 
Simultáneamente, se evidenció una asociación positiva entre los niveles de expresión 



































Figura 32: Correlación entre los perfiles transcripcionales de los integrantes de los clústeres 
SOXC y miR17-92.  
 
4.5. Hierarchical Clustering 
 Debido a la marcada desregulación transcripcional evidenciada en los niveles 
de expresión de los clústeres SOXC y miR17-92, se utilizó la metodología de 
agrupación jerárquica no supervisada para determinar si los mismos podrían segregar 
de manera diferencial en nuestra cohorte de pacientes con LCM. Como se muestra en 
la Figura 33, los pacientes se agruparon en dos clústeres distintivos: uno de ellos, 
denominado Clúster A (35 casos) se caracterizó por presentar niveles elevados de los  




genes SOX11/SOX12/miR19b/miR92a, en tanto que el otro designado como Clúster B 
(21 pacientes), demostró niveles transcripcionales elevados de SOX4/mir17/miR18a. 
En conjunto, ambos clústeres abarcaron el 80% del total de los pacientes con LCM, 
mientras que el 20% restante no pudo ser agrupado, posiblemente debido al efecto de 
una actividad transcripcional más heterogénea presente en los mismos. Estas 
marcadas diferencias en los patrones de expresión génica en ambos grupos de 
pacientes nos llevaron a formular la hipótesis que cada clúster podría tener 
características patobiológicas específicas y también que estas diferencias podrían 







































































































Figura 33: Heatmap mostrando los patrones de intensidad de expresión de los perfiles del 
clúster SOXC y de los genes miR17, miR18a, miR19b y miR92a en la cohorte total de 
pacientes con LCM. Este agrupamiento jerárquico permitió separar a los pacientes en 





















4.6. Asociación de los perfiles diferenciales de expresión de los clústeres 
SOXC y miR17-92 con los factores pronóstico.  
 A fin de evaluar el significado clínico de los resultados obtenidos en el presente 
estudio, se realizó el análisis de las características clínico-biológicas en función de la 
expresión génica. En la Tabla 8 se detallan las características clínicas de los pacientes 
pertenecientes a cada uno de los clústeres detectados.  
 




Total Clúster A Clúster B  
p 
 
N° de casos (%) 70 35 (50) 21 (30)  
Edad Media (rango) 63.5 (34-87) 64.3 (37-87) 64.8 (34-77) 0.8648 
Morfología  (%)     
Clásica 53/71 (74.7) 20/35 (57.2) 17/20 (85) 0.0412 
Blastoide 18/71 (25.3) 15/35 (42.8) 3/20 (15) 
Ki67 (%) (media ± SE) 38.7±3.2 43,1±3,9 29.5±4.9 0.0471 
SOX11 + (IHQ) (%) 30/40 (75) 30/30 (100) 0/10 (0) <0.0001 
CD5 + (%) 41/51(80.4) 30/31(96.7) 11/20 (55) 0.0004 
Ciclina D1 (%) 69/71(97.2) 34/35 (97.1) 21/21 (100) 1.000 
Presentación nodal (ganglio 
linfoide >1 cm) (%) 
53/71 (74.6) 27/33(81.8) 12/21 (57.1) 0.0492 
 
Esplenomegalia (%) 17/53 (32) 9/31 (29) 8/21(38.1) 0.5556 
Hepatomegalia (%) 7/43 (16.3) 4/29 (13.8) 3/14 (21.4) 0.4098 





10.4 (1.1-35.7) 8.3 (3.5-
26.8) 
0.3804 







Media Hb (g/dL) (rango) 11.65 (6-
16.4) 
12.51 (9-16.1) 10,55 (6-
16.4) 
0.0491 








IHQ: inmunohistoquímica; LDH: lactato dehidrogenasa; Hb: hemoglobina  
  
Si bien la comparación de los pacientes pertenecientes a cada clúster no arrojó 
diferencias significativas con respecto a la edad, la expresión de la proteína ciclina D1, 
esplenomegalia, hepatomegalia, glóbulos blancos y plaquetas, se evidenciaron 
diferencias significativas en características de relevancia en la patología. Entre ellas, 
casi la mitad de los pacientes (42,8%) del Clúster A presentó la variante morfológica 
de tipo blastoide asociada a un comportamiento más agresivo, en comparación con los  
 




pacientes del Clúster B (15%) (p=0,0412). Los pacientes del Clúster A tuvieron mayor 
frecuencia de presentación nodal (82%) respecto del Clúster B (57,1%) (p=0,0492), así 
como un elevado índice de proliferación Ki67 (43,1%), en contraste con los niveles 
proliferantes evidenciados por los pacientes del Clúster B (29,5%) (p=0,0471). 
Además, sólo el 55% de los casos del Clúster B expresó CD5 mientras que casi todos 
los casos del Clúster A (96,7%) presentaron esta condición (p=0,0004). Asimismo, el 
análisis de los datos de laboratorio mostró un aumento de los niveles de lactato 
deshidrogenasa (p=0,0363) en los pacientes pertenecientes al Clúster A en 
comparación con aquellos que exhibieron el patrón transcripcional asociado al Clúster 
B. Finalmente, el análisis de la evolución clínica mostró una media de SV 
significativamente mayor en los casos del Clúster B (63 meses) que en aquellos 
pertenecientes al Clúster A (25,9 meses) (p<0,0001) (Figura 34), indicando un 









 Diferentes estudios han demostrado la importancia de la desregulación génica 
en el desarrollo tumoral. Particularmente en LCM, patología con alta variabilidad 
clínica y complejidad genética asociada a expansión clonal y progresión de la 
enfermedad, resulta de suma importancia el análisis de los perfiles de expresión  




génica. Los mismos han introducido una nueva dimensión en la comprensión de su 
biología y comportamiento, permitiendo la detección de numerosos genes 
diferencialmente expresados, cuyo potencial valor pronóstico resulta de interés 
explorar. En el presente estudio, se han evaluado los patrones de expresión 
transcripcional de los genes mir17, miR18a, miR19b y miR92a, integrantes del clúster 
miR17-92 y de los miembros del clúster SOXC en pacientes con LCM. Paralelamente, 
se correlacionaron dichos resultados con las características biológicas y clínicas de la 
enfermedad.  
 
 Los resultados evidenciados en el presente trabajo han permitido detectar un 
aumento de expresión de miR19b y miR92a y disminución de los niveles de transcripto 
de miR17 y miR18a en los pacientes respecto de controles, así como una correlación 
positiva entre ambos pares de miRNAs. En este aspecto, numerosas investigaciones 
realizadas en este cluster han permitido demostrar que se encuentra entre uno de los 
grupos de microRNAs desregulados con mayor frecuencia en diversos tipos de 
cánceres humanos (Volinia et al, 2006; Xu et al 2016). En lo que respecta a su relación 
a pacientes con LCM, es escasa la evidencia generada hasta la fecha. Uno de las 
primeras investigaciones al respecto permitió elucidar que la sobreexpresión del 
cluster miR17-92 se encontraba asociada con la amplificación del locus que alberga 
dicho clúster. Estas estudios permitieron elucidar que dos miembros de éste cluster, 
en particular los genes miR17 y miR20a, se encontraban directamente correlacionados 
con la sobreexpresión del gen MYC. A su vez estos hallazgos permitieron identificar 
que los pacientes con sobreexpresión de ambos miRNAs demostraban un 
comportamiento clínico de mayor agresividad y poseían una sobrevida global 
significativamente más corta que aquellos casos con elevada expresión de solo uno de 
los candidatos analizados o de ninguno de ellos (Navarro et al, 2009). 
 
Por otra parte, algunos estudios han demostrado que los seis miembros del 
miR17-92 no son funcionalmente equivalentes a la hora de promover la supervivencia 
celular y la tumorigénesis (Mu et al, 2009; Olive et al, 2009). En este aspecto, 
Humphreys et al (2013) han demostrado que la sobreexpresión del gen miR-18a en 
células MDA-MB-231 reducía la capacidad de invasión celular, el crecimiento del 
tumor primario y la metástasis de pulmón in vivo actuando en consecuencia en 
oposición a otros miembros del clúster. Asimismo, se ha visto que la inhibición de miR-
18a produce un efecto pro-metastásico por su acción sobre el factor inducible por 
hipoxia 1, subunidad alfa (HIF1A) (Krutilina et al, 2014). Además, se ha observado que 
los genes miR-19a y miR-19b eran los principales responsables en promover la  




proliferación en cáncer de colon (Humphreys et al, 2013). De hecho, se pudo 
establecer que estos dos miembros eran necesarios y suficientes para recapitular la 
actividad oncogénica in vitro del clúster (Mu et al, 2009; Olive et al, 2009). 
Adicionalmente, estos estudios han demostrado que el supresor tumoral PTEN 
(Phosphatase And Tensin Homolog) es un blanco prominente de miR-19, y su 
expresión puede explicar, al menos de manera parcial, el efecto que ejerce este gen 
en el mantenimiento de la sobrevida celular (Mu et al, 2009; Olive et al, 2009).  
 
Del mismo modo, diversos estudios determinaron que la expresión aberrante 
de miR-92a se puede observar en diferentes tipos de tumores malignos (Li et al, 
2014). En línea con esto, se ha demostrado que este gen contribuye a la 
tumorigénesis mediante la promoción de la proliferación celular, invasión, metástasis e 
inhibición de la apoptosis (Ghosh et al, 2009; Chen et al, 2011; Tsuchida et al, 2011; 
Niu et al, 2012; Rao et al, 2012). Sin embargo, numerosas evidencias sugieren que la 
pérdida de función de este clúster podría también contribuir al desarrollo y la 
progresión de diferentes tipos de neoplasias, indicando que el mismo puede ejercer 
funciones de supresor de tumor en algunos tejidos. Por ejemplo, la pérdida de 
heterozigosidad en el cromosoma 13q31, donde mapea este clúster, se ha detectado 
en aproximadamente el 25% de los tumores de mama (Eiriksdottir et al., 1998).  
 
En relación a los genes de la familia SOXC en pacientes con LCM, en el 
presente estudio se pudo comprobar un patrón similar en los perfiles de expresión de 
los genes SOX11 y SOX12, sustentando los resultados observados en la única 
referencia bibliográficaen pacientes con LCM, a nuestro conocimiento, que evalúa los 
tres genes pertenecientes a dicha familia (Wasik et al 2013). Sin embargo, y en 
contraste con este estudio, en el presente trabajo se encontró un comportamiento 
diferente para el gen SOX4, que mostró correlación negativa con los otros miembros 
del clúster, indicando que los genes SOXC no se encuentran correlacionados 
transcripcionalmente en pacientes con LCM. Este hallazgo permite sugerir que el 
clúster SOXC estaría sujeto a diferentes ejes transcripcionales en pacientes con este 
linfoma, que podrían ser activados mediante diferentes vías de señalización, y por lo 
tanto tener efectos disimiles en las células tumorales en función del contexto y de los 
mecanismos de transformación y activación primaria de las mismas. 
 
 En los últimos años, la importancia clínica de los genes SOXC ha ganado 
relevancia ya que numerosos estudios han sugerido que estos factores de 
transcripción pueden contribuir tanto al desarrollo como al pronóstico del tumor. El gen  




SOX11 ha demostrado encontrarse altamente expresado en la mayoría de los 
meduloblastomas (Lee et al, 2002) como así también en aquellos pacientes con LLC 
de pronóstico adverso (Roisman et al, 2015). Vegliante et al (2013) observaron que la 
sobreexpresión in vitro de SOX11 promueve la angiogénesis en las células LCM 
contribuyendo al desarrollo tumoral mediante la alteración del programa de 
diferenciación de las células B y que, contrariamente, el silenciamiento in vitro de este 
gen promueve la transición de una célula B madura hacia el fenotipo inicial de 
diferenciación plasmocítica, tanto en células de tumor primario como en modelos in 
vitro. Estudios recientes han encontrado sobreexpresión de este gen en casos con 
LCM de tipo agresivo mientras que aquellos pacientes con un curso más indolente de 
la enfermedad carecen de expresión de SOX11 (Mozos et al, 2009; Fernández et al, 
2010; Ondrejka et al, 2011; Navarro et al, 2012). No obstante se han detectado casos 
discrepantes de pacientes SOX11 positivos con un curso clínico indolente (Sander et 
al, 2016; Swerdlow et al, 2016), por lo que la sola expresión de este gen no puede ser 
usada como marcador de enfermedad agresiva. 
 
Por otra parte, se ha evidenciado que el aumento de expresión del gen SOX4 
se asociaba con diversos tipos tumorales como vejiga (Aaboe et al, 2006), próstata 
(Liu et al, 2006), colon (Andersen et al, 2009) y pulmón (Medina et al, 2009). En 
paralelo, los genes SOX4 y SOX11 resultan de relevancia en tumores neurológicos, ya 
que ambos se hallan sobreexpresados en la mayoría de los meduloblastomas, 
asociándose a pronóstico favorable y adverso, respectivamente (Lee et al, 2002; de 
Bont et al, 2008). Además de su implicancia en neoplasias del sistema nervioso, SOX4 
ha sido relacionado a tumores de páncreas y ovario asociándose a transformación 
oncogénica (Frierson et al, 2002), habiéndose encontrado sobreexpresado en líneas 
celulares de cáncer de mama (Graham et al, 1999), e identificado como un regulador 
potencial del oncogén Her2/neu (c-ErbB2) relacionado a esta neoplasia (Chang et al, 
1997). Por otro lado, la expresión del gen SOX12 se ha detectado correlacionado con 
procesos de invasión microvascular y metástasis, y asociado a pronóstico 
desfavorable en pacientes con carcinoma hepatocelular (Huang et al, 2015).  
 
Al efectuar la evaluación conjunta de las firmas transcripcionales de ambos 
clústeres génicos pudimos observar que los pacientes con LCM presentaban 
diferentes patrones de expresión. Llamativamente, el análisis mediante agrupamiento 
jerárquico en la cohorte total mostró dos subgrupos de pacientes de acuerdo a los 
perfiles de expresión, que a su vez presentaron diferencias significativas en relación a 
importantes variables clínicas asociadas a la patología. Así, los pacientes con alta  




expresión de los genes SOX4, mir17 y miR18a, agrupados en el Clúster B, mostraron 
menores niveles de proliferación y expresión de CD5 respecto del otro Clúster. 
Asimismo, los casos de este grupo se asociaron más frecuentemente a una morfología 
clásica, manifestación no nodal de la enfermedad y mayor SV. Por el contrario, los 
pacientes vinculados a la firma transcripcional del Clúster A, con elevados niveles de 
expresión de los genes SOX11, SOX12, miR19a y miR92a, se encontraron 
relacionados a enfermedad más agresiva al presentar localización ganglionar, alto 
índice de proliferación y morfología de tipo blastoide en la mayoría de los casos, así 
como una SV significativamente más corta en comparación con los pacientes del otro 
Clúster identificado. 
 
 Los presentes resultados permiten distinguir por primera vez en LCM, dos 
subgrupos de pacientes asociados a un perfil de expresión específico de genes 
codificantes y no codificantes, con diferencias clínicas marcadas. Si bien el número de 
casos en cada grupo es limitado, estos hallazgos resultan promisorios, debiendo 
confirmarse en el marco de protocolos clínicos de tratamiento de la patología. En este 
contexto, la profundización de estos estudios, podrá contribuir en un futuro a distinguir 
pacientes asociados a enfermedad agresiva e indolente, con la relevancia que ello 
implica en el tratamiento de los mismos, constituyendo un importante desafío tendiente 
a lograr una mayor comprensión del rol de estos genes en la etiopatogénesis del LCM. 
 





















CAPITULO II  
¨Análisis de los patrones transcripcionales de T-UCRs en LLC¨. 





5.1. Pacientes estudiados 
En el presente estudio se efectuó la cuantificación de los niveles 
transcripcionales de los 481 T-UCRs empleando la plataforma de microarray Agilent-
based Array (Arraystar Rockville, Maryland, USA) en muestras de pacientes con LLC, 
subdivididas en dos grupos: tratadas (T) y no tratadas (NT) con el Oligo ODN2006. 
Inicialmente se evaluaron 6 pacientes, efectuándose la validación de los T-UCRs 
diferencialmente expresados mediante qRT-PCR. Posteriormente, y con la finalidad de 
otorgar mayor robustez a los resultados alcanzados, se contó con una cohorte de 
validación independiente de 12 pacientes. 
 
Adicionalmente, se evaluó una segunda serie de validación de 67 casos con 
LLC, que fue utilizada para explorar los niveles transcripcionales basales de posibles 
genes candidatos validados previamente. La totalidad de las muestras de pacientes 
analizadas en la presente sección fueron derivadas al Laboratorio de Oncomorfología 
Funcional Humana y Experimental desde la Sección Patología Molecular, Centro 
Esther Koplowitz, IDIBAPS, Barcelona, España. En la Tabla 9 se detallan el número de 
individuos de cada cohorte y el estatus mutacional de IGHV de los pacientes 
estudiados. 
 









M NM 0 I/II III/IV 
Inicial 6 0 6 
ND 
Validación I 12 0 12 
Validación II 67 39 28 22 42 3 
Total 85 39 46 22 42 3 
 
IGHV: immunoglobulin heavy chain variable region; M: mutado; NM: no mutado, 
ND: dato no disponible 
 
5.2. Perfiles de expresión génica de T-UCRs en LLC 
En el presente estudio se utilizaron dos tipos de sondas: de expresión y tilling 
probes. Las sondas de expresión fueron empleadas para examinar el estatus 
transcripcional de potenciales T-UCRs, de transcriptos que se solaparon con T-UCRs  




y de genes próximos a T-UCRs. Los tilling probles fueron usados para la identificación 
potencial de nuevas regiones de transcripción no caracterizadas previamente.  
 
5.2.1. Análisis de expresión diferencial de T-UCRs solapados con genes 
codificantes 
El análisis de los niveles de expresión permitió distinguir 3 T-UCRs con perfiles 
de expresión diferencial en las muestras T respecto de aquellas NT, habiéndose 
encontrado un T-UCR sobreexpresado y dos con subexpresión. En la Tabla 10 se 
detallan las características relacionadas a la localización, longitud y gen codificante 
asociado a cada uno de los T-UCRs encontrados con expresión diferencial en los 
pacientes T.  
 
Tabla 10: T-UCRs expresados diferencialmente en muestras T respecto de NT. 
T-UCR Estatus  Región de la sonda 
Longitud de 





chr7:50344323-50437142+ 1808 IKZF1 
chr7:50348343-50437537+ 711 IKZF1 
chr7:50344377-50437142+ 1754 IKZF1 
uc.70+ Subexpresado chr2:144463979-144525917+ 537 ARHGAP15 
uc.414+ Subexpresado chr17:38219067-38246290+ 2400 THRA 
 
 
Asimismo, en la Figura 35 se puede visualizar un Volcano Plot mostrando la 
distribución de las sondas del microarray para los genes diferencialmente expresados 
comparando las muestras T y NT. Este tipo de gráfico es una representacion útil para 
mostrar cambios en la significación transcripcional de un conjunto elevado de genes. 
La misma permite evidenciar las probabilidades de expresión diferencial (eje Y) 
respecto al registro de factor de cambio (eje X). Las líneas verticales del Volcano Plot 
indican si una sonda particular se encontró dos veces sobre o subexpresada, mientras 
que la linea horizontal representa un valor estadístico significativo de 0,05.  
En el presente gráfico se muestran las 3 sondas sobreexpresadas (rojas) que 
permiten identificar al lncRNA uc.216 (cuadrante superior derecho) y las 2 sondas 
correspondientes a señales de expresión disminuída que permiten identificar a los 
genes uc.70 y uc.414 (cuadrante superior izquierdo). 
 























Figura 35: Volcano plot exhibiendo los patrones diferenciales para los uc.70, uc.216 y uc414 
luego de la corrección por FDR (False Discovery Rate). Puntos rojos: sondas para 
genes T-UCRs diferencialmente expresadas. Puntos grises: sondas para genes T-




En la Tabla 11  se destacan las principales características de los 3 T-UCRs 






























 Tabla 11: Principales características genómicas de los T-UCRs uc.70, uc.216 y uc.414 




Nombre Tipo Long. Localización Distancia Nombre Nombre Nombre Distancia 
uc.70 P 237 
chr2:144648108-
144648344  
637464 KYNU ARHGAP15 AK126774 300000 
uc.216 P 312 
chr7:50102955-
50103266  
225327 ZPBP IKFZ1 ZNFN1A1 8175 
c.414 E 246 
chr17:38624137-
38624382  
39047 THRAP4 THRA CASC3 47207 
 
P: parcialmente exónica; E: exónica. Long: longitud. 
 
 
5.2.2. Análisis de expresión diferencial de genes proximales a T-UCRs. 
 Con el objetivo de revelar potenciales relaciones funcionales entre los lncRNAs 
examinados por el microarray de T-UCRs respecto a genes codificantes con ubicación 
proximal a éstos, se analizaron los perfiles de expresión transcripcional de genes 
codificantes localizados dentro de una cercanía de 500 kb a T-UCRs. Dicho análisis 
mostró expresión diferencial en 25 genes codificantes, de los cuales 22 se 
encontraban sobreexpresados (Tabla 12) y 3 subexpresados (Tabla 13) en las 
muestras T respecto de las NT. Este hecho permitió hipotetizar la presencia de 




















Tabla 12: Genes codificantes proximales a T-UCRs sobreexpresados en muestras T respecto 
de NT de pacientes con LLC. 
Gen T-UCR 
asociado 
P Razón de 
cambio 
N° de Acceso 
NRAS uc.37- 0,02998 3,694024 NM_002524 
PSMA6 uc.371+ 0,035 2,213881 NM_002791 
ATP5G1 uc.417+ 0,037004776 2,2985234 NM_001002027 
UTP11L uc.14+ 0,037004776 2,3792853 NM_016037 
CN1 uc.329+ 0,037004776 5,2080836 NM_002901 
SRM uc.10- 0,0375168 3,0309691 NM_003132 
NFKBIA uc.371- 0,037004776 2,3166666 NM_020529 
ZNF280D uc.388- 0,037004776 2,7413244 NM_001002843 
CYBRD1 uc.96+ 0,04502092 8,509994 NM_001127383 
HEATR3 uc.398+ 0,04635777 2,0177746 NM_182922 
PDF uc.406- 0,046944994 2,107492 NM_022341 
DCAF17 uc.96+ 0,01616 2,162398 NM_001164821 
COX5A uc.393- 0,01616 2,004234 NM_004255 
MORN2 uc.50+ 0,01616 2,837615 NM_001145450 
SHFM1 uc.220- 0,01622 2,357758 NM_006304 
GCA uc.91+ 0,0161 2,198215 NM_012198 
COMMD1 uc.63+ 0,01745 2,157457 NM_152516 
ATPBD4 uc.382- 0,02109 2,848595 NM_001141972 
TUBB2C uc.282+ 0,02216 2,55401 NM_006088 
CYB5A uc.437- 0,02417 2,586276 NM_001190807 
POU3F1 uc.14- 0,02919 4,643599 NM_002699 
EIF2B3 uc.20- 0,02988 2,999921 NM_001166588 
 
 
Tabla 13: Genes codificantes proximales a T-UCRs subreexpresados en muestras T respecto 




P Razón de 
cambio 
N° de acceso 
LTC4S uc.186+ 0,006775745 -2,2326486 NM_145867 
SCAMP1 uc.161+ 0,037004776 -2,0236666 NM_004866 
GNRH1 uc.235- 0,048456658 -2,1372993 NM_000825 
 
En el VolcanoPlot representado en la Figura 36 se pueden observar los 
patrones transcripcionales con expresión diferencial de los genes proximales a T-
UCRs, como también de aquellos genes proximales que no demostraron cambios en 
sus niveles de expresión. De esta forma se detectaron 22 genes codificantes cercanos 
a T-UCRs que demostraron sobreexpresión en muestras T en comparación con su 
contraparte NT.  




Asimismo, mediante el presente análisis se pudo evidenciar que tres genes 

















Figura 36: Volcano plot exhibiendo los patrones de expresión de los 25 genes codificantes 
proximales a  T-UCRs diferencialmente expresados. Los puntos rojos representan 
sondas para genes codificantes proximales a T-UCRs con diferencias estadísticamente 
significativas (22 T-UCRs sobreexpresados y 3 subexpresados). Puntos grises: sondas 
para genes T-UCRs sin diferencias estadísticas. 
 
5.2.3. Análisis de expresión diferencial de regiones noveles de 
transcripción. 
 Simultáneamente, se analizó el genoma completo mediante la utilización de 
tilling probes tendiente a identificar potenciales regiones noveles de transcripción en 
ambos grupos de muestras. A tal fin, se utilizaron sondas de 60 pb de longitud y con 
una separación entre ellas de 40 pb, con un solapamiento entre sí de 30 pb. A pesar 
del empleo de los parámetros descriptos, no se detectó ninguna región 
diferencialmente expresada entre los dos tipos de muestras con las que se trabajó 









































Figura 37: A) Dotplot y B) Agrupación jerárquica ejemplificando la búsqueda y análisis de 
potenciales regiones noveles de transcripción en las muestras  T y NT de 
pacientes con LLC. 
 
5.3. Validación por qRT-PCR de T-UCRs diferencialmente expresados en 
pacientes tratados y no tratados con ODN2006. 
 A fin de poder comprobar los resultados obtenidos, se efectuó la validación 
mediante qRT-PCR de los tres T-UCRs que exhibieron perfiles alterados de 
transcripción en la serie inicial utilizada para el análisis por microarray, como así 
también en una cohorte adicional de 12 pacientes.  
 
 Este análisis reveló que las muestras T con ODN2006 exhibieron niveles de 
expresión significativamente menores de uc.70 (-0782±0,169) y uc.414 (-1,135±0,645) 
que aquellas NT (uc.70: 1,028±0,375; uc.414: 1,271±0,174)  (p<0,0087 y p=0,015, 
respectivamente) (Figuras 38A y 39A, respectivamente). Estos resultados pudieron ser  
B) A) 




confirmados en la cohorte adicional, encontrando que las muestras NT tenían mayores 
niveles de transcripción de uc.70 (0,843±0,202) y uc.414 (-1,58±0,232) en relación a la 
contraparte T (uc.70: -0,31±0,15; uc.414: -1,58±0,232)  (p=0,001 y p≤0,0001) (Figuras 
38B y 39B, respectivamente). Como era de esperar, al analizar ambas cohortes en 
conjunto, las NT exhibieron un menor grado de expresión, tanto para uc.70 (-
0,44±0,179) como para uc.414 (0,817±0,193) respecto de las T (0,9054 ± 0,2264) 















Figura 38: Validación por qRT-PCR de los niveles de expresión para uc.70. A) Cohorte inicial; 















Figura 39: Validación por qRT-PCR de los niveles de expresión para uc.414. A) Cohorte inicial; 
B) Cohorte de Validación II; C) Ambas cohortes en conjunto.  
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Por el contrario, uc.216 mostró un comportamiento transcripcional heterogéneo 
en ambas series de validación, no pudiéndose corroborar los resultados del microarray 
en ninguno de los grupos de muestras evaluadas. En la serie inicial, las muestras T 
presentaron menores niveles (-0,402±1,030) respecto de aquellas NT (0,404±0,932), 
no alcanzando diferencias significativas (p=0,48). Cuando se analizaron los niveles de 
expresión en la cohorte independiente se observó que las muestras T tenían valores 
superiores (1,36±0,905) que las NT (1,255±0,506) (p=0,97), en tanto que el análisis de 
ambas cohortes en conjunto mostró un comportamiento similar (p=0,8184) (Figuras 40 














Figura 40: Validación por qRT-PCR de los niveles de expresión para uc.216. A) Cohorte inicial; 
B) Cohorte de Validación II; C) Ambas cohortes en conjunto. 
 
 
5.4. Análisis de los niveles de transcripción basal de uc.70 y uc.414 en 
relación a factores pronóstico de la patología 
Una vez identificados como diferencialmente expresados los T-UCRs uc.70 y 
uc.414, nos interesó correlacionar sus niveles de transcripción basal con factores 
pronóstico de la patología: el estado mutacional de los genes IGHV, la expresión de 
ZAP-70, CD38, CD49b y las alteraciones de riesgo genético. Para ello se analizaron 
estos T-UCRs en una serie independiente de 67 pacientes con LLC, previamente 
detallados (Tabla 8). 
Al analizar la actividad transcripcional de uc.70 y uc.414 en relación a al 
expresión de ZAP-70, CD38 y CD49b se pudo evidenciar que la misma fue similar en 
los pacientes con LLC que presentaron elevada y disminuida expresión de cada uno 
de estos marcadores: ZAP-70 (p=0,23 y p=0,85, respectivamente), CD38 (p=0,30 y  
A) B) C) 






























Figura 41. Niveles transcripcionales de los genes uc.70 y uc.414 en relación a la expresión de 








De la misma forma, al evaluar los niveles de expresión de ambos T-UCRs en 
relación al estado mutacional de los genes IGVH, y de las anomalías de riesgo 
genético no se encontraron diferencias significativas en la expresión génica de uc.70 
(p=0,71) y uc.414 (p=0,16) entre los pacientes M y NM (Figura 42 A), así como entre 
los niveles de expresión de aquellos pacientes con deleción 13q14, asociada a buen 
pronóstico, respecto de los que presentaron trisomía 12, deleción 11q22 o 17p13, 
relacionados a pronóstico adverso, no encontrándose diferencias significativas (p=0,81 

















Figura 42 A). Niveles de expresión de los genes uc.70 y uc.414 acorde al estatus mutacional de 










5.5. Correlación de los niveles de transcripto de uc.70 y uc.414 en 
relación a la progresión de enfermedad.  
Posteriormente y con el fin de poder explorar si los niveles de expresión basal 
de ambos genes podrían otorgar jerarquía al momento de lograr estratificaciones de 
mayor especificidad en la patología, se prosiguió al análisis de la cohorte total de 
pacientes relacionando los niveles transcripcionales de ambos genes y la SLP de los 
pacientes estudiados.  
En este punto se logró evidenciar que los individuos que exhibieron mayores 
niveles de expresión del lncRNA uc.70, se encontraron asociados a una SLP de la 
enfermedad significativamente más corta. En particular se pudo distinguir que los 
pacientes con mayores niveles de expresión tenían una progresión más acelerada (42 
meses) en relación a aquellos casos con menores niveles de transcripto de dicho 








Figura 43: Sobrevida libre de progresión en pacientes con LLC en relación a la expresión de 
uc.70 en la cohorte total de pacientes analizados.  
 
Asimismo se intentó definir si uc.414 podría distinguir del mismo modo que 
uc.70 diferentes formas de progresión de la enfermedad, observándose que los niveles 
de transcripto de este gen fueron más variables, no pudiendo asociarse con la SLP 
(p=0,6609) (Figura 44). 
 
 










Figura 44. Sobrevida libre de progresión de pacientes con LLC en relación a la expresión de 
uc.414 en las cohortes de pacientes analizada. Asociación entre los niveles de 
expresión génica del lncRNAuc.70 y factores pronóstico. 
 
Posteriormente, se intentó determinar si los niveles de expresión basal de 
uc.70 podrían identificar a pacientes con diferente evolución en relación a la SLP 
teniendo en cuenta los diferentes factores pronóstico de relevancia en la patología,  
empleándose curvas ROC para establecer los puntos de corte. En primer lugar se 
subdividió a la cohorte de pacientes en relación al estatus mutacional de IGHV 
quedando distribuida en: 28 pacientes con IGVH-NM y 39 con IGVH-M. Esto permitió 
observar que en ambos grupos, aquellos individuos cuyos niveles de expresión génica 
de uc.70 se encontraban por debajo del punto de corte (3,12) poseían una progresión 
de la enfermedad significativamente más prolongada. Particularmente en la cohorte de 
pacientes IGVH-NM se pudo detectar que el 66% de los pacientes (n=18) con mayor 
expresión de uc.70 tenían una menor SLP (19 meses) respecto a aquellos individuos 
(34%) (n=10) con menores niveles (55 meses) (p=0,020) (Figura 45A). En forma 
paralela, también se pudo observar que el 34% (n=26) de los individuos con IGVH-M 
tenían menor actividad transcripcional de uc.70  y una mayor SLP (148 meses) 
respecto al 66% (n=26) restante con elevados niveles de expresión de este lncRNA 

















Figura 45 A). Sobrevida libre de progresión de la enfermedad de pacientes con LLC en relación 
a la expresión de uc.70 en las cohortes de pacientes con: A) IGVH-NM y B) IGVH-M.  
 
En segundo lugar, se analizó la expresión de uc.70 en relación a los niveles de 
CD38 pudiendo identificarse aquellos casos que poseían alta (26 pacientes) y baja 
expresión de esta proteína (42 casos) (punto de corte 3,47). Este análisis permitió 
detectar que en el grupo de individuos con elevada expresión de CD38, aquellos con 
mayores niveles de uc.70 (64%, n=16) poseían una menor SLP (26 meses) respecto 
de los casos con menores niveles de transcripto de este lncRNA (36%, n=9) (144 
meses) (p=0,002) (Figura 46A). Simultáneamente, cuando se analizaron los casos con 
baja expresión de CD38, también fue posible identificar que aquellos con baja 
expresión de uc.70 (33,3%, n=14) poseían una SLP más larga (116 meses) que los 
pacientes con mayores niveles del lncRNA (66,6%, n=28) (30 meses)  (p=0,038) 








Figura 46: Sobrevida libre de progresión de pacientes con LLC en relación a la expresión de 
uc.70 en las cohortes de pacientes con: A) alta expresión de CD38 y B) Baja expresión 
de CD38.  
Pacientes CD38 Alto A) Pacientes CD38 Bajo B) 
Pacientes IGVH M B) Pacientes IGVH NM A) 




Subsiguientemente se efectuó el análisis en relación a la expresión proteica de 
CD49b. Como puede observarse en la Figura 47 A los pacientes con elevada 
expresión de CD49b y mayor expresión de uc.70 (66,6%; n=16), exhibieron una menor 
SLP (25 meses) que los casos con menores niveles de expresión de este T-UCR 
(33,3; n=8) (90 meses) (p=0,0022) (punto de corte: 2,94). Asimismo, en el grupo de 
baja expresión de CD49b los casos con menores niveles de uc.70 (34,8%; n=15) 
poseían una mayor SLP (115 meses) en comparación a los pacientes con mayor 









Figura 47: Sobrevida libre de progresión de pacientes con LLC en relación a la expresión de 
uc.70 en las cohortes de pacientes con: A) alta expresión de CD49b y B) Baja 
expresión de CD49b. 
 
Cuando se realizó este análisis en función de la expresión de ZAP-70, al igual 
que lo evidenciado anteriormente, tanto en el grupo de alta expresión como en el de 
baja expresión, los pacientes que exhibieron un aumento de expresión de uc.70 
demostraron una SLP más reducida (20 meses y 45 meses, respectivamente) en 
comparación a aquellos individuos con menores niveles de expresión de dicho T-UCR 
(88 meses y 120 meses, respectivamente) (p= 0,0242 y  p=0,0062, respectivamente) 
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Figura 48: Tiempo libre de progresión de la enfermedad en pacientes con LLC en relación a la 
expresión de uc.70 en las cohortes de pacientes con. A) Alta expresión de ZAP-70 y B) 
Baja expresión de ZAP-70.  
 
Por último se efectuó el análisis de los niveles de expresión del lncRNA uc.70 
en relación a las anomalías citogenéticas. En este punto se consideraron dos grupos 
de pacientes, aquellos que presentaban alteraciones por FISH asociadas a un curso 
clínico desfavorable y de mayor agresividad en la patología, como la presencia de 
trisomía del cromosoma 12 (+12), deleción del brazo largo del cromosoma 11 (11q-) o 
deleción del brazo corto del cromosoma 17(17p-) y los que no presentaban anomalías 
por FISH o tenían deleción del brazo largo del cromosoma 13 (13q-) relacionadas a un 
pronóstico favorable. Esta evaluación permitió evidenciar diferencias significativas en 
relación a la expresión aumentada de uc.70 solo en aquellos pacientes 
correspondientes al grupo de buena evolución clínica, en el que los casos con 
menores niveles de transcripto (35,7%; n=15) mostraron una SLP más prolongada 
(143 meses) que aquellos con mayor expresión (62,3%, n=27) (40 meses) (p=0,0001) 
(Figura 49 A). Posiblemente, la ausencia de diferencias significativas en el grupo de 
mayor riesgo genético esté relacionada a fuerte valor pronóstico de las mismas y/o a la 
mayor heterogeneidad presente en este grupo, dado que fueron analizadas tres 
alteraciones, existiendo individuos con la presencia de más de una anomalía (Figura 
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Figura 49: Tiempo de progresión de la enfermedad de pacientes con LLC en relación a la 
expresión de uc.70 en las cohortes de pacientes de los diferentes grupos de riesgo 
genético: A) Casos con FISH normal o deleción 13q; B) Pacientes con +12, deleción 
11q o 17p.  
 
5.6. Análisis multivariado 
Con la finalidad de evidenciar cuales fueron los factores pronóstico que mayor 
impacto ejercieron en relación a la SLP en los pacientes analizados, se realizó el test 
de regresión múltiple de riesgos proporcionales de Cox a fin de correlacionar los 
factores pronóstico independientes de la patología y la expresión de uc.70.  
 
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 14. Como era de esperarse, 
la SLP se asoció significativamente con los parámetros pronósticos ya establecidos 
como los estadios RAI, el estatus mutacional de genes IGHV, y el análisis de 
alteraciones genéticas por FISH (p<0,0158). A su vez, se pudo evidenciar por primera 
vez que los pacientes con elevados niveles de expresión de uc.70 se asociaron 
significativamente con tiempos más cortos de progresión (p=0,0037) respecto de 
aquellos que presentaron menores niveles de transcripto de este gen. Este análisis 
mostró que los casos que exhiben mayor grado de expresión de este lncRNA poseen 
3,61 veces más riesgo de progresar en forma más acelerada respecto de aquellos con 
menor expresión génica de uc.70 (HR: 3,61; IC95%: 1,52-8,56). Simultáneamente, no 
se observaron diferencias significativas con los otros parámetros analizados. Estos 
datos permiten sugerir a este lncRNA como un potencial predictor novel de riesgo 
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HR (95% IC) P 
Expresión uc.70 67 3,61 (1,52-8,56) 0,0037 
Estadio Rai   67 3,49 (1,76-6,90) 0,004 
FISH 67 2,28 (1,17-4,43) 0,0158 
IGHV 67 2,13 (1,11-4,08) 0,0229 
CD49d 67 -- NS 
CD38 67 -- NS 
ZAP-70 67 -- NS 
 
HR: Cociente de Riesgo. IC: Intervalo de Confianza. NS: No significativo. 
 
5.7. Discusión 
Actualmente existen diversos hallazgos que respaldan vigorosamente la 
presencia y compromiso de los microRNAs en la patogénesis de la mayoría de las 
neoplasias (Calin et al, 2002; Esquela-Kerscher and Slack, 2006; Calin and Croce, 
2006, Iqbal et al, 2012). En los últimos años se ha podido detectar una plétora de otras 
especies de ncRNAs con funciones en la tumorigénesis. En particular, diversas 
investigaciones han podido elucidar que los niveles de ncRNAs intrónicos antisentido 
se correlacionan con el grado de diferenciación tumoral en cáncer de próstata (Reis et 
al, 2005). Así también se ha planteado que la expresión del lncRNA MALAT-1 permite 
predecir la sobrevida y metástasis de los pacientes con cáncer de pulmón (Ji et al, 
2003) y que la expresión de un pequeño set de lncRNAs como lo son PCAT-1, HULC y 
HOTAIR pueden actuar regulando y aumentando la proliferación celular en pacientes 
con cáncer de próstata y LDCGB (Prensner et al, 2011; Yan et al, 2015; Peng et al, 
2016). Estos hechos sustentan la existencia un nuevo estrato transcripcional de 
nuestro genoma que se encuentra funcionalmente correlacionado con la biología 
tumoral.  
Por otra parte, es sabido que el desarrollo y evolución de las tecnologías 
masivas de secuenciación han permitido acceder de manera rápida y precisa al 
análisis de los perfiles de expresión génica de cientos o incluso miles de genes en 
simultáneo. Esto sin duda hizo factible focalizarse de manera específica en el hallazgo 
e identificación de potenciales biomarcadores capaces de predecir diversos aspectos 
de la biología tumoral. Sin embargo y aunque diversos lncRNAs han sido asociados a 
la recurrencia y progresión tumoral, los patrones de expresión de estos genes, y  




particularmente de T-UCRs, como valor pronóstico y/o de progresión en LLC han sido 
escasamente abordados. A la fecha, Calin et al (2007) han sido los pioneros 
reportando el único trabajo que contempla el análisis de T-UCRs en LLC permitiendo 
distinguir la presencia de un T-UCR particular, uc.73, con expresión aberrante en la 
patología en comparación con controles normales. En el presente estudio, se ha 
indagado el perfil transcripcional de set completo de T-UCRs evaluando en primer 
lugar, muestras de pacientes con LLC tratadas y no tratadas con ODN2006, 
reconocido agonista de TLRs (Toll like-receptor), con la finalidad de evidenciar 
potenciales cambios transcripcionales por parte de estos coadyuvantes terapéuticos 
sobre estos lncRNAs.  
Es sabido que las secuencias CpG no metiladas actúan como ligandos de 
TLRs. Los mismos incluyen DNA de virus (ej: Herpes simplex o Citomegalovirus), 
DNA bacteriano (ej: Streptococcus pneumoniae, Mycobacterum tuberculosis), DNA 
de plásmidos o secuencias de ODN cortas y sintéticas, con la presencia de motivos 
CpG. Estos ODN que contienen CpG se conocen como secuencias 
inmunoestimuladoras y son la base para el desarrollo de agentes terapéuticos por 
su amplia gama de aplicaciones y por sus formidables propiedades 
inmunoactivadoras (Higgins et al, 2007). Estas secuencias contienen motivos que 
forman dinucleótidos CpG rodeados de bases adicionales, con grupos tiofosforados 
que les confieren resistencia frente a endonucleasas. Entre ellos se encuentran 
Loxoribine, ODN2006, ODN2006C, PMA/Inomycine, PAM3CSK4, MALP-2, que se 
han utilizado en ensayos experimentales en diversas patologías, incluyendo LLC 
(Rozkova et al, 2010). En este aspecto, el TLR9 es un receptor intracelular que se 
encuentra en el retículo endoplásmico de células dendríticas plasmocíticas y 
linfocitos B inactivos. Cuando las células reconocen patrones moleculares asociados 
a patógenos, en este caso CpG no metilado, se produce una rápida endocitosis del 
mismo, uniéndose posteriormente el motivo CpG a TLR9, para ser transferido al 
núcleo, donde comienzan los mecanismos de señalización y activación de la 
respuesta inmune (Jurk et al, 2007; Vollmer et al, 2009).  
La mayoría de los efectos tempranos de la activación de TLR9 están 
relacionados con el sistema  inmune  innato:  las  células  dendríticas  plasmocíticas  y  
los  linfocitos  B se activan para liberar IL-10, IFN-1, IL-12, IP-10 y otras citosinas que 
actúan sobre varios tipos celulares, induciendo un entorno que regula la respuesta 
hacia Th1. Las células que responden a estas señales son los linfocitos NK, que 
secretan IFN-γ y los linfocitos T, que secretan IL-12 e IFN-γ, además de otras células  




que amplifican y modulan la respuesta inmune. Posteriormente, se produce la 
inducción de receptores coestimuladores, el cambio de isotipo de inmunoglobulina por 
los linfocitos B y la activación de la cascada celular que promueve la respuesta inmune 
adaptativa (Fonseca et al, 2009; Kline et al, 2007). La activación de los TLRs con sus 
agonistas culmina en la producción de citoquinas pro-inflamatorias, quimiocinas y 
moléculas coestimuladoras que potencian las respuestas dependientes de células T 
aumentando la citotoxicidad y apoptosis contra células tumorales (Liang et al, 2010; 
Kawai et al, 2010).  
Si bien es sabido que las células de LLC poseen una elevada sensibilidad a 
inmunoterapias basadas en células B, las mismas no son totalmente exitosas desde 
un punto de vista clínico, ya que su implementación no permite la eliminación por 
completo de las células tumorales, en gran parte debido a la baja inmunogenecidad 
que presenta este tipo de tumores (Chiron et al, 2008, Spaner et al, 2007). Un punto 
adicional considerado en la actualidad es la utilización de CpG ODN como adyuvante 
terapéutico por su potencial inducción de apoptosis (Liang et al, 2010; Hagn et al, 
2014). En este sentido, se ha visto que los CpG ODN pueden causar aumento en la 
proliferación de las células en LLC, sin embargo, también se ha observado que estos 
agentes pueden producir un aumento de la muerte de las células leucémicas, en 
especial aquellas que poseen deleción 13q (Coelho et al, 2005; Jahrsdörfer et al, 
2005; Liang et al, 2010). En este sentido se ha visto que diferentes grupos de 
pacientes tuvieron reacciones heterogéneas al ser tratados con agonistas de TLR9, 
observándose que estos agentes provocan un aumento de la proliferación en aquellos 
casos con IGHV NM y un aumento de la apoptosis en pacientes con IGHV M (Longo et 
al, 2006; Tromp et al, 2010; Liang et al, 2010). En base a esto, se ha comprobado que 
los agonistas de TLR9 producen señales sintéticas de peligro en el microambiente 
celular que imitan los efectos inmunológicos producidos en presencia del DNA 
microbiano no metilado. En conjunto, generan un cambio hacia un fenotipo 
inmunogénico de las células LLC (Jahrsdörfer et al, 2001), haciéndolas más sensibles 
a su destrucción por las células T citotóxicas y agentes quimioterapéuticos in vitro 
(Riches et al, 2012; Spaner et al, 2005), lo que sugiere que el tratamiento con estos 
agentes podría tener efectos anti-leucémicos in vivo. De hecho, ensayos clínicos 
contemplando estos aspectos han confirmado esta hipótesis (Zent et al, 2012).  
Los análisis realizados en el presente trabajo han permitido evidenciar por 
primera vez que dos T-UCRs, uc.70 y uc.414, previamente no identificados en la 
patología, muestran menores niveles de transcripción en linfocitos de LLC tratadas con 
ODN2006 respecto de su contraparte NT, sugiriendo que estos genes podrían verse  




transcripcionalmente afectados por la utilización de estos agentes in vitro. 
Posteriormente y de acuerdo a estos resultados, nos preguntamos cuales serían los 
niveles de expresión génica constitutivos de ambos genes en muestras primarias de 
pacientes con LLC y, en caso de existir, cuáles podrían ser las potenciales 
asociaciones clínicas con la diversidad de su expresión entre pacientes con 
características clínicas diversas. En este contexto, se evaluaron los perfiles de 
expresión basal de uc.70 y uc.414 en una corte independiente de pacientes con LLC, y 
los mismos fueron correlacionados con factores pronóstico de la patología, no 
encontrándose diferencias significativas en los niveles de transcripto de ambos T-
UCRs en los diferentes grupos de pacientes analizados. Por el contrario, cuando se 
separaron los pacientes en aquellos con expresión aumentada o disminuida teniendo 
en cuenta el punto de corte establecido por curvas ROC fue factible detectar 
asociación de significancia clínica, indicando la potencial independencia de uc.70 
como factor pronóstico en la patología.  
Particularmente, se pudo observar que la expresión de este lncRNA permitió la 
subdivisión de pacientes con mayor riesgo de progresión en relacion a los diferentes 
parámetros analizados con una progresión mas lenta de la enfermedad en los 
pacientes con menores niveles de uc.70. Asimismo, y teniendo en cuenta que en la 
serie inicial de muestras tratadas con ODN2006 este gen exhibió menores niveles 
transcripcionales, podría establecerse que la evaluación de la adición de estos 
agentes como adyuvantes terapéuticos, podría ser de utilidad para la modulación de 
este lncRNA en pacientes con LLC. Estos datos fueron corroborados mediante el 
análisis multivariado, permitiendo reconocer por primera vez que los casos con niveles 
más altos del lncRNA uc.70  poseen casi cuatro veces más posibilidades de progresar 
de forma más rápida que aquellos que presentan niveles bajos de dicho T-UCR, 
permitiendo distinguir a este gen como un potencial factor novel de predicción de 
riesgo independiente en la patología.   
Por otra parte y teniendo en cuenta el elevado grado de conservación evolutiva 
que presentan los T-UCRs, se ha establecido que estos elementos genómicos se 
encontrarían cumpliendo funciones de relevancia en nuestra biología (Bejerano et al, 
2004). En este aspecto, se ha propuesto que la localización particular de diversos T-
UCRs en regiones genómicas asociadas al desarrollo tumoral sugeriría que podrían 
ser una nueva clase de biomarcadores en cáncer (Calin et al, 2007). Paralelamente, 
se ha planteado que los T-UCRs podrían ejercer funciones regulatorias como 
enhancers (Bejerano et al, 2004) o inhibidores antisentido de genes codificantes y no  




codificantes. A su vez, un punto de vista opuesto propone que es posible que los 
miRNAs sean los principales controladores transcripcionales de estos elementos. La 
evidencia que da apoyo a esta afirmación es que muchos T-UCRs poseen sitios de 
complementariedad antisentido con miRNAs, mostrando patrones de expresión 
negativamente correlacionados (Calin et al, 2007; Lujambio et al, 2010). 
En la última década, diversas evidencias experimentales han permitido destacar 
que los perfiles transcripcionales de diversos T-UCRs se encuentran alterados en 
distintas patologías incluyendo el cáncer colorectal, cáncer hepatocelular, y 
neuroblastoma (Scaruffi  et al, 2009; Mesdagh et al, 2010). Más aun, Mestdagh et al 
(2010) han demostrado que los T-UCRs están vinculados a diversos procesos 
celulares desregulados en la carcinogénesis, asociándose a diferenciación y 
proliferación. Particularmente en neuroblastoma, se ha detectado una asociación 
específica entre la expresión de T-UCRs e importantes parámetros clínicos, como la 
amplificación del gen MYC (Mesdagh et al, 2010). 
 
Como se ha definido previamente la regulación transcripcional en cis mediada 
por lncRNAs, implica la regulación de estos elementos hacia una secuencia blanco 
cuando ambos se transcriben desde el mismo locus (Nagano et al, 2009). Sin 
embargo, otros estudios sugieren que muchos de los elementos que actúan en cis 
también poseen la habilidad para hacerlo en trans (Martianov et al, 2007; Jeon et al, 
2011; Schmitz et al, 2016). Teniendo en cuenta esto, los hallazgos del presente trabajo 
permitieron demostrar que ninguno de los 3 T-UCRs encontrados diferencialmente 
expresados se localizan proximales a los genes codificantes encontrados con 
expresión diferencial en las cohortes de pacientes estudiadas, sugiriendo que efectos 
en cis no contribuirían de forma significativa a los cambios transcripcionales generados 
por el tratamiento por ODN2006. Sin embargo, sería coherente no descartar posibles 
relaciones en la potencial asociación y/o interacción entre T-UCRs y genes solapantes, 
como es el caso entre de uc.70 y ARHGAP15.  
El presente trabajo es el primero en el cual se ha podido comprobar la expresión 
de los perfiles transcripcionales de dos T-UCRs no caracterizados previamente en 
muestras T y NT con ODN2006 de pacientes con LLC. Diversos estudios han 
reportado que la utilización in vitro de CpGs en combinación con IL21 (CpG/IL21) 
produce un aumento de la apoptosis que es exclusivo de las células LLC. En relación 
a estos hallazgos, Hagn et al (2014) han podido observar que el tratamiento in vitro de  
 




células LLC combinando ambos agentes tiene como efecto el desarrollo de 
características de células presentadoras de antígenos con propiedades citotóxicas 
acrecentadas que eventualmente dan origen a un aumento en la tasa apoptótica de las 
células leucémicas independientemente del fenotipo tumoral.  
Por otra parte, sabemos que un aspecto característico de la LLC es la 
variabilidad en la evolución clínica de los pacientes, con casos que presentan larga 
sobrevida con poco requerimiento terapéutico y otros que muestran rápida progresión 
de la enfermedad a pesar de los tratamientos específicos, no siendo suficientes los 
sistemas de estadificación y los parámetros biológicos disponibles para predecir este 
comportamiento heterogéneo. En este contexto, los estudios efectuados en el 
presente trabajo constituyen un aporte no sólo a la caracterización biológica de la 
patología, sino que también han permitido identificar a uc.70 como un nuevo marcador 
de potencial uso en la clínica, tendiente a poder definir en forma más precisa la 
evolución de la enfermedad y su respuesta al tratamiento en estadios iniciales y/o 
recaida de la misma, así como en la toma de decisiones terapéuticas. 
 























¨Caracterización de lncRNAs con potencial asociación a la 
heterogeneidad biológica de los LFs¨.




6. Resultados  
6.1. Pacientes estudiados  
En el presente trabajo se compararon los perfiles de expresión génica de 
lncRNAs y genes codificantes en pacientes con LF de diferente subtipo histológico. 
Las muestras fueron derivadas al Laboratorio de Oncomorfología Funcional Humana y 
Experimental, Sección Patología Molecular, Centro Esther Koplowitz, IDIBAPS, 
Barcelona, España, del Instituto de Patología de la Universidad de Würzburg, 
Alemania y de la División Patología del Instituto de Investigaciones Hematológicas, 
ANM.  
Los pacientes fueron clasificados teniendo en cuenta los criterios establecidos 
por la WHO (Harris et al, 2008). Asimismo, se tuvo en cuenta el último reporte de 
Wahlin et al (2012), que representa el mayor conjunto de pacientes con LF analizado 
hasta el presente y permite distinguir pacientes que se asocian a un curso indolente o 
agresivo de la enfermedad, teniendo en cuenta las características clínicas, histológicas 
y moleculares. En este contexto, las muestras de grados LF1, LF2, LF3A fueron 
consideradas como asociadas a una enfermedad de curso indolente, en tanto que 
LF3B y LF transformado hacia LDCGB (LDCGB-t) se relacionaron a un curso agresivo.  
 
Para realizar el presente estudio se efectuó inicialmente un cribaje de dichos 
genes a partir de células criopreservadas obtenidas de biopsias de ganglios linfáticos 
de 15 pacientes. El material celular utilizado contó con una pureza ≥95%. En la Tabla 
15 se detallan el grado histológico, sexo y nivel de pureza de cada una de las 
muestras analizadas. Paralelamente, se contó con muestras no purificadas de biopsia 
de ganglio de 18 pacientes. Dicha cohorte exhibió una pureza celular inferior al 95% y 
se la utilizó para realizar la selección de genes candidatos para las etapas de 





















LF3B No F 99,7 
LF2 Si M 99 
LDCGB t/LF3B Si M 99 
LDCGB t/LF3B Si M 98,7 
LF2 No F 98,4 
LF2 Si F 98,2 
LDCGB t Si M 97,9 
LF1 Si F 97,7 
LF2 Si M 97,6 
LF2 Si M 97 
LF2 Si F 96,7 
LF2 No F 96 
LF2/3A No M 95,5 
LF1 No M 95,2 
LDCGB /LF3B Si F 95 
LF1/2 Si F 94,9 
LDCGB/LF3B Si F 94,2 
LF2 Si M 93,6 
LF3B No F 93,5 
LF3B No F 91,1 
LF2 Si M 91 
LF2 Si F 90,6 
LF2 No F 90 
LF3B Si M 89,3 
LF2/3A Si M 89 
LF1 Si F 88 
LF3B Si F 86,2 
LF2 Si M 86 
LDCGB/LF3A No F 82 
LDCGB/LF3A No F 74 
LF3B Si M 73,5 
LDCGB/LF3B Si F 71,3 
LF2/3A No F 67,7 
 
 
 De forma adicional, se contó con una cohorte de validación independiente de 
43 muestras embebidas en parafina que permitió corroborar  los resultados obtenidos 
en un total de 76 muestras totales. En la Tabla 16 se detallan las características 
relacionadas al tipo y grado histológico de las muestras analizadas en la etapa de 
validación. 
 




Tabla 16: Distribución por tipo y número de casos de las muestras que se incluyeron en la 
cohorte de validación en el presente estudio. 
 
Agresivos Indolentes 
Tipo Nº de casos Tipo Nº de casos 
LDCGB -t 5 LF 1 3 
LDCGB  3B+ 7 LF 2 11 
LDCGB  3B 9 LF 3A 8 
Total 21 Total 22 
 
6.2. Identificación y distribución de los perfiles de expresión 
transcripcional de lncRNAs y genes codificantes en pacientes con 
LF. 
 
El presente análisis permitió distinguir un total de 1865 genes codificantes 
cuyos niveles de expresión se encontraron DE. De los mismos, el 21,5% se observó 
sobreexpresado mientras que el 78,5% restante presentó patrones de expresión 
disminuidos. Por otra parte, se pudo comprobar que 1297 lncRNAs exhibieron 
patrones de expresión diferencial, de los cuales, el 19,5% mostró sobreexpresión 
transcripcional, mientras que el 80,5% presentó bajos niveles de transcripto. En la 
Tabla 17 se detalla el número de genes encontrados DE en cada uno de los grupos 
mencionados.  
 




















Nº Genes  
Codificantes 
Nº de  
lncRNAs 
Sobreexpresión 402 253 
Subexpresión 1463 1044 





Tabla 18: Distribución por tipo de lncRNA DE en el presente estudio. 
Tipo de lncRNA  N° (%) 
Pseudogenes   636  (49) 
lincRNAs    412  (32) 
Antisentido    210  (16) 
Solapante 27  (2) 
Sentido   12  (1) 
     lincRNAs: long intergenic non coding RNAs 
 
6.3. Correlación de lncRNAs DE con genes codificantes de potencial 
relevancia en LF.  
Posteriormente, y con la finalidad de poder determinar potenciales blancos de 
lncRNAs DE, se realizó la búsqueda de genes codificantes que se encontrasen 
altamente correlacionados con los mismos. Para esto, se utilizó el algoritmo Treelet 
que ha sido previamente empleado para la clasificación de datos de expresión 
transcripcional de genes con expresión diferencial. Este algoritmo se basa en la 
creación y utilización de agrupamientos jerárquicos en forma de dendrogramas de 
correlación de perfiles de expresión y sus combinatorias lineales en un set 
determinado de pacientes (Lee et al, 2008). Para este análisis se aplicó un punto de 
corte tendiente a definir aquellos transcriptos que se encontraban en gran proximidad 
a cada uno de los nodos considerados, lo que permitió identificar grupos de GCP 
altamente correlacionados a los lncRNAs DE.  
 
En la Figura 50 se puede observar un ejemplo del rendimiento general del 
Treelet. Una vez establecido el punto de corte, fue posible detectar los genes 
codificantes que se encontraban altamente correlacionados (a menor distancia del 
punto de corte establecido) a los lncRNAs definidos inicialmente. El output del 
algoritmo permitió la obtención de listas de genes codificantes altamente 
correlacionados generados de manera independiente en cada grupo de muestras 

























Figura 50: Ejemplo del rendimiento del algoritmo Treelet utilizado para realizar la correlación de 
lncRNAs y genes codificantes DEs y correlacionados. El dendrograma generado 
permite la clasificación de los genes en estudio en cada conjunto de muestras 
analizadas. 
 
6.3.1.  Análisis de ¨Guilt by Association¨ de lncRNAs y genes codificantes 
en muestras de LF asociadas a curso agresivo.  
Al aplicar el algoritmo en muestras de pacientes asociadas a la enfermedad de 
curso agresivo se pudo comprobar la existencia de 15.874 genes codificantes 
correlacionados por dicho algoritmo a los lncRNAs DE. Dentro de este grupo, se 
evidenció la existencia de genes codificantes DE relacionados a estos lncRNAs. Del 
total de genes codificantes, 1.162 (62,34%) se encontraron DE en nuestra cohorte 
(Figura 51). El análisis funcional en este set de genes mostró un enriquecimiento 












  Grupo de muestras 
B 
Genes individuales 
(mRNAs y lncRNAs) 
Combinaciones  
Lineales 

















Figura 51: Diagramas de Venn representando genes codificantes DE y altamente 
correlacionados a lncRNAs DE en pacientes con LF3B/LDCGB t. 
 
 







Ciclo Celular 4,56 E-15 REAC:1640170 REACTOME 
Procesos Metabólicos  
del DNA 
4,07E-07 GO:0006259 REACTOME 
Ciclo Celular 0,00000116 KEGGG:04110 KEGG 
Replicación del DNA 0,0000831 KEGGG:03030 KEGG 
Reparación Homóloga 0,00151 REAC:5693538 REACTOME 
Mitosis 0,00248 REAC:2299718 REACTOME 
Señalización  de  
Receptores acoplados 
 a Proteinas G 
0,00946 REAC:194315 REACTOME 
Organización de complejos 
proteínas-DNA 
0,0137 GO:0071824 KEGG 
ID: Identificador de Bases de Datos de vías de señalización. 
 
Con la finalidad de identificar lncRNAs específicos involucrados con potenciales 
funciones que se asocien a mecanismos vinculados a LF, se realizó un nuevo análisis 
de enriquecimiento in silico de vías de señalización en aquellos genes codificantes 
altamente correlacionados y DE, pero en este caso relacionándolos con cada uno de  
 
LF3B/LBDCGt 
Genes codificantes DE   
 
 
Genes Codificantes  
altamente   
correlacionados a  
lncRNAs DE 
Vías significativamente enriquecidas en común: 
CICLO CELULAR 




los lncRNAs DE. El mismo permitió identificar 62 lncRNAs con enriquecimiento 
diferencial de genes relacionados con la vía Ciclo Celular (Figura 52; Tabla 20).  
 
Figura 52: Distribución de lncRNAs DE correlacionados a genes codificantes asociadas a 
diferentes vías de señalización significativamente enriquecidas.  
 
 
Tabla 20: lncRNAs con expresión diferencial correlacionados a la vía Ciclo Celular en muestras 



















lncRNAs DE y asociados con la vía Ciclo Celular 
RP11-757C15.3 AP000487.4 AC144521.1 
AP001469.7 RP11-9E13.4 RPL7P50 
CTD-2349P21.11 AC005105.2 AKR7A2P1 
RP11-207C16.4 MTUS2-AS2 PRDX3P2 
RP11-173A6.2 RP11-831F12.3 AC004158.3 
RP11-804A23.4 CTC-349C3.2 RP11-67K19.3 
RP11-325E14.5 RPL7AP11 NPM1P11 
SMAD5-AS1 AP000235.2 AC092642.1 
RP11-177H13.2 LZTS1-AS1 RP11-435D7.3 
AL132868.1 RP11-731J8.2 RP11-365D23.2 
CCDC144B RP11-567G24.1 RP13-753N3.1 
RP4-694A7.2 RP11-100L22.2 Z95704.4 
RP11-477D19.2 BCORP1 AC083884.8 
RP11-713B9.1 CTD-3060P21.1 AC068831.8 
CTB-92J24.3 RP11-397A16.3 RP11-360L9.7 
TMA16P2 TDH RP11-764K9.2 
RP11-461A8.4 MAGI2-AS3   RP11-829H16.3 
GSN-AS1 SH3BP5-AS1 RP11-686G8.1 
RP11-130C19.3 RP11-982M15.5 CTD-2371O3.2 
RP11-152L20.3 CTC-563A5.2 LINC00617 
CTD-2561J22.4 RP3-412A9.10  




Contemplando en conjunto los análisis realizados in silico, se evidenció que 
esta vía de señalización presentó enriquecimiento funcional tanto en el set completo 
de genes codificantes altamente correlacionados (n=15874) como también en aquellos 
encontrados altamente correlacionados y DE (n=1162). Asimismo, fue factible 
establecer que muchos de los lncRNA asociados a la vía de señalización ¨Ciclo 
Celular¨ también presentaban relación con otras vías de señalización tales como: 
procesos metabólicos (49), expresión génica (30), metabolismo del RNA (29), 
organización cromosómica (18), splicing (13), reparación del DNA (12)  y daño al DNA 
(9) entre otros. Este hallazgo permitió establecer que los 62 lncRNAs DE se 
encontraban relacionados asimismo a diferentes procesos de potencial implicancia en 
la transformación y/o progresión neoplásica (Figura 53).  
 
Figura 53: Solapamiento de vías de señalización de lncRNAs relacionados con la vía Ciclo 
Celular en muestras de pacientes de curso Agresivo. 
 
6.3.2. Análisis de Guilt by Association de lncRNAs y genes codificantes 
en muestras asociadas a curso indolente 
De la misma manera, se efectuó este análisis de co-expresión entre lncRNAs y 
genes codificantes en aquellas muestras que provinieron de pacientes con LF 
asociado a un curso Indolente. Los mismos permitieron identificar un total de 3.048 
genes codificantes altamente correlacionados con lncRNAs DE, logrando reconocer a 
la vía de señalización de Transducción de Señales como significativamente 
enriquecida (Tabla 20).  




Tabla 21: Vías de señalización enriquecidas encontradas en muestras de paciente con LF de 
curso indolente. 
 
ID: Identificador de Bases de Datos de vías de señalización. 
 
El análisis de correlación en este set de muestras permitió identificar un total 
443 genes codificantes DE y altamente correlacionados a lncRNAs con expresión 






















Transducción de  
Señales 
6,18E-16 GO:0007186 REACTOME 
Señalización  de  
Receptores acoplados 
 a Proteinas G 
1,6E-16 REAC:388396 REACTOME 
Transducción olfativa 2,16E-13 KEGG:04740 KEGG 
Interacción  
ligando-receptor 




5,46E-04 KEGG:00590 KEGG 
Activación de  
receptores 
GABA A 
2,80E-03 REAC:977441 REACTOME 
Transporte  
de iones 
4,04E-03 REAC:975298 REACTOME 
Desarrollo tisular 5,32E-03 GO:0009888 BP 
Adhesión celular 7,13E-03 GO:0098742 BP 
Anclaje Celular 1,63E-02 REAC:2214320 REACTOME 
   Capítulo III                              
132 
  
Genes codificantes DE   
Genes Codificantes  
altamente   
correlacionados 
a lncRNAs DE  
LF1/LF2/LF3A 
Vías significativamente enriquecidas en común: 
















Figura 54: Diagramas de Venn representando genes codificantes DE y altamente 
correlacionados a lncRNAs DE en pacientes con LF1/LF2/LF3A.  
 
El análisis de enriquecimiento de vías de estos 443 genes también permitió 
identificar nuevamente a la vía Transducción  de Señales como la de mayor 
enriquecimiento. Asimismo, la realización del análisis de enriquecimiento funcional 
individual posibilitó identificar un subset de 49 lncRNAs (Tabla 22) asociados a esta 



























Tabla 22: lncRNAs con expresión diferencial y correlacionados a Transducción  de Señales en 
muestras de pacientes con LF de curso indolente. 
lncRNAs DE y asociados a Transducción de Señales 
RP11-831F12.3 RP11-13L2.2 DPYD-AS1 
MYB-AS1 RP11-443J23.1 AP001469.5 
CTB-36H16.2 RP11-781E19.1 RP11-397M16.4 
RP11-780M14.1 PSMC1P8 XX-2136C48.2 
RP11-116N8.4 RP11-400K9.2 AC007092.1 
AC114499.1 RP11-744K17.9 AC003051.1 
RP11-705O24.1 RP11-76N22.2 RP11-143E21.7 
MTND2P32 RP11-255G21.1 RP5-1186N24.3 
RP11-90J7.3 AC005550.3 RP11-641A6.9 
RP11-53C16.1 RP11-331O9.3 AC008067.2 
RP11-583F24.4 RP11-294O2.2 RP11-35D5.1 
PPBPP2 LDHAP3 MORF4 
RP11-600K15.1 RP11-594N15.3 RP11-531A24.3 
RP13-259F12.2 MTND4P8 OR8V1P 







Figura 55: Distribución de lncRNAs DE y correlacionados a genes codificantes con funciones 
asociadas a vías de señalización significativamente enriquecidas. 
 
 
Asimismo, este set de lncRNAs se encontró altamente correlacionado a genes 
codificantes con bajo nivel de solapamiento en cuanto al enriquecimiento observado 
en otras categorías funcionales (Figura 58). A diferencia de lo observado previamente 
en las muestras asociadas a mayor agresividad de la patología, en el subset de casos 
con LF1/2/3A fue posible distinguir a 45 lncRNAs DE y altamente correlacionados de 
forma exclusiva a la vía de señalización Transducción  de Señales (Figura 56, Tabla  




23). Este hecho podría estar sugiriendo funciones de potencial especificidad por parte 
de estos lncRNAs encontrados de forma preferencial en muestras de estadios iniciales 
de la patología.  
 
 




Tabla 23: lncRNAs con expresión diferencial correlacionados de manera exclusiva a 















lncRNAs exclusivamente asociados a Transducción de Señales 
AC003051.1 RP11-443J23.1 RP11-397M16.4 
RP11-831F12.3 RP11-781E19.1 XX-2136C48.2 
MYB-AS1 PSMC1P8 AC007092.1 
RP11-780M14.1 RP11-400K9.2 RP11-143E21.7 
RP11-116N8.4 RP11-744K17.9 RP11-641A6.9 
AC114499.1 RP11-255G21.1 AC008067.2 
RP11-705O24.1 AC005550.3 RP11-35D5.1 
MTND2P32 RP11-331O9.3 MORF4 
RP11-90J7.3 RP11-294O2.2 RP11-531A24.3 
RP11-53C16.1 LDHAP3 OR8V1P 
RP11-583F24.4 RP11-594N15.3 AL591893.1 
PPBPP2 MTND4P8 SPATA31D5P 
RP11-600K15.1 IL21-AS1 RP11-366K18.3 
RP13-259F12.2 DPYD-AS1 RP11-266E14.1 
RP11-13L2.2 AP001469.5 RP11-810K23.3 




En conjunto, los datos presentados hasta este momento, apuntan a una 
potencial relación funcional de lncRNAs con genes codificantes en vías de 
señalización asociadas a procesos con implicancia en la patología.  
6.4. Validación por qRT-PCR de los perfiles transcripcionales de lncRNAs 
y genes codificantes DE. 
Posteriormente, se realizó la validación de los perfiles de expresión 
transcripcional, tanto de lncRNAs como de genes codificantes DE tendiente a definir 
su potencial relevancia en la patología. A tal efecto, se contó con una cohorte 
independiente de muestras embebidas en parafina de 43 pacientes con LF indolente, 
agresivo y transformado (Tabla 15). Para dicha validación se tuvieron en cuenta los 
transcriptos DE con mayor significancia estadística (Material Suplementario I) así 
como también aquellos con una elevada correlación detectada por Treelet entre 
lncRNAs y genes codificantes en ambas cohortes analizadas. Esto permitió contar con 






















Figura 57: Diagramas de Venn representando: a) lncRNAs DE y altamente correlacionados a 
genes codificantes DE; b) genes codificantes encontrados diferencialmente 









Material no  
purificado 
B) 











AC009310.1 ENSG00000225911.1 5,95092506 5,7086E
-07
 0,0012577 
AC005105.2 ENSG00000225286.1 4,38432613 0,0001086 0,0323727 
NPM1P11 ENSG00000226827.1 3,70772203 4,9264E
-05
 0,0221104 
RP4-694A7.2 ENSG00000233589.1 3,22221025 9,0031E
-08
 0,0003636 
RP11-713B9.1 ENSG00000256558.1 2,85843902 7,3907E
-05
 0,0267345 
AP000462.2 ENSG00000255580.1 2,67202678 6,2092E
-05
 0,0242719 
AP000462.1 ENSG00000256315.1 2,51452437 0,0001600 0,0404076 
CTB-50L17.5 ENSG00000267255.1 2,44567538 0,0001879 0,0429824 
RP11-465L10.10 ENSG00000204044.5 2,41302347 2,2674E
-06
 0,0042271 
FAM86B3P ENSG00000173295.3 2,39894224 2,6043E
-06
 0,0045083 
RP11-996F15.2 ENSG00000257176.1 2,24152379 0,0001159 0,0334644 
AKR7A2P1 ENSG00000229020.4 2,08051742 0,0001196 0,0341043 
CTD-2349P21.11 ENSG00000265334.1 1,76537172 0,0001638 0,0409383 
YEATS2-AS1 ENSG00000233885.2 1,56438872 0,0002041 0,0445716 
RP11-360L9.7 ENSG00000253174.2 1,55551341 3,3544E
-05
 0,01847654 
AC012358.8 ENSG00000240401.3 1,48955225 3,7618E
-05
 0,0191692 
RP11-231N9.1 ENSG00000237971.1 -2,604939122 5,6242E
-05
 0,0227180 




ENSG: Identificador génico del Ensembl, FDR: False Discovery Rate 
 
 
Tabla 25: Valores de expresión por RNA Seq de los genes codificantes seleccionados para la 
validación por qRT-PCR. 
 




LZTS1 ENSG00000061337.11 Codificante 4,8142767 2,42E
-05
 0,0161474 
BRCA1 ENSG00000012048.14 Codificante 2,148273 3,55E
-05
 0,01912922 
PBK ENSG00000168078.5 Codificante 1,9952148 2,29E
-04
 0,04751885 
KIF2C ENSG00000142945.8 Codificante 1,9180447 7,27E
-06
 0,00809269 
TPX2 ENSG00000088325.11 Codificante 1,895587 1,95E
-05
 0,01387781 
ESCO2 ENSG00000171320.10 Codificante 1,8888897 8,12E
-05
 0,02821207 
PKMYT1 ENSG00000127564.12 Codificante 1,6380275 1,39E
-04
 0,03698989 
MCM6 ENSG00000076003.4 Codificante 1,5612699 5,61E
-05
 0,02271809 




ENSG: Identificador génico del Ensembl, FDR: False Discovery Rate 
 
Este análisis permitió confirmar los niveles de expresión de 12 lncRNAs y 2 
genes codificantes (Tabla 26).  
 




Tabla 26: Niveles de expresión génica de los lncRNAs y genes codificantes validados en el 
presente estudio en muestras asociadas a LF Agresivo e Indolente 
 
lncRNA 









AP000462.2 2,67 2,94923056 0,0088 
NPM1P11 3,71 5,88259657 0,0001 
RP4-694A7.2 3,22 13,2705054 0,0015 
CTB-50L17.5 2,45 3,48193125 0,0009 
AKR7A2P1 2,08 7,47076667 0,0265 
YEATS2-AS1 1,56 6,3876542 0,0301 
RP11-360L9.7 1,56 3,23762917 0,0094 
AC009310.1 5,95 22,4909279 0,0005 
RP11-231N9.1 2,6 0,93178269 0,0363 
FAM86B3P 2,4 4,75033036 0,0364 
RP11-996F15.2 2,24 9,6089782 0,0378 
AC005105.2 4,38 6,04062873 0,0088 
BRCA1* 2,14 4,682302 <0,0001 
PBK* 1,995 1,286301128 0,0442 
 
*: Gen codificante. 
En la Figura 58 se pueden observar las diferencias transcripcionales obtenidas 










Figura 58: Diferencias en los patrones de expresión génica de los lncRNAs seleccionados para 
la validación por qRT-PCR en muestras de LF indolente y agresivo. 
 
 





























Figura 58 (Continuación): Diferencias en los patrones de expresión génica de los lncRNAs 
seleccionados para la validación por qRT-PCR en muestras de LF indolente y agresivo.  
 




Asimismo, fue factible confirma r la sobreexpresión de dos genes codificantes 
tenidos en cuenta en la etapa de validación, asociados a LF agresivo: BRCA1 (Breast 
Cancer 1) (agresivo: 2,117 ± 0,2035; indolente: -0,7031 ± 0,3798, p< 0,0001) y PBK 
(PDZ Binding Kinase) (agresivo: -2,672 ± 2,075; indolente: -7,156 ± 2,584, p: 0,0442) 








Figura 59: Diferencias en los patrones de expresión de los genes codificantes BRCA1 y PBK, 
seleccionados para la validación por qRT-PCR en muestras de LF indolente y agresivo. 
 
6.5. Análisis de correlación de la expresión de lncRNAs y genes 
codificantes asociados a LF.  
 
A continuación, se procedió a evaluar potenciales relaciones entre los niveles 
de transcripcionales exhibidos entre todos los genes validados. El mismo permitió 
encontrar una asociación positiva entre los genes BRCA1 y AKR7A2P1 (p=0,0004; r: 
0,69); FAM86B3P (p= 0,0005; R: 0,5243), RP4-694A7.2 (p<0,0001; R: 0,6313) y 
RP11-360L9.7 (p<0,0001; R: 0,6440), así como una correlación negativa entre los 


































Figura 60: Correlación entre los perfiles transcripcionales de BRCA1 y los lncRNAs AKR7A2P1, 
FAM86B3P, RP4-694A7.2, RP11-360L9.7 y CTB-50L17.5.  
 
  Simultáneamente, se correlacionaron los niveles de expresión de los lncRNAs y 
PBK, evidenciándose correlación significativa con AKRA2P1 (p= 0,003; R: 0,6488); 
CTB-50L17.5 (p= 0,0018; R: 0,5471); RP4-694A7.2 (p< 0,0001; R: 0,7392); NPM1P11 





































Figura 61: Correlación entre los perfiles transcripcionales de PBK y los lncRNAs AKR7A2P1, 
CTB-50L17.5, RP4-694A7.2, NPM1P11 y RP11-360L9.7. 
 
 
A continuación, se analizó la relación entre los lncRNAs y genes codificantes 
asociados a proliferación en pacientes con curso agresivo. En este punto se pudo 
observar la correlación con Ciclo Celular de los lncRNAs RP4-694A7.2 y RP11-
360L9.7, que a su vez han sido ya detectados sobreexpresados en diversos tipos de 
cáncer (Yan et al, 2015), asi como en estadios proliferativos de la diferenciación 
normal de linfocitos B (Petri et al, 2015). Este hallazgo determinó centralizar el estudio 
principalmente en RP4-694A7.2, debido a que ha demostrado ser el lncRNA con  




potencial asociación a esta vía de señalización que presentó mayores diferencias en 
cuanto al factor de cambio entre muestras de curso agresivo e indolente detallados 
previamente.  
 
6.6. Correlación de los niveles de expresión génica del lncRNA RP4-
694A7.2 con el índice de proliferación celular en muestras primarias 
de pacientes con LF 
 Con la finalidad de evaluar una posible función de RP4-694A7.2, se analizaron 
los niveles de expresión de este lncRNA en relación al índice de proliferación celular 
medido por la expresión proteica de Ki67. En este aspecto, se pudo evidenciar que los 
pacientes con mayores índices de proliferación celular a su vez evidenciaron mayores 
niveles de expresión de RP4-694A7.2 (p=0,0006; R=0,5975) (Figura 62). Este hallazgo 
podría estar sugiriendo una potencial asociación de este lncRNA con mecanismos 
involucrados a la promoción de la proliferación celular en LFs.  
 
 
Figura 62: Niveles de expresión del lncRNA RP4-694A7.2 en relación al aumento de    
proliferación celular indicado por Ki67.  
 
6.7. Asociación del silenciamiento del lncRNA RP4-694A7.2 con 
proliferación celular en la línea de LF WSU FSCCL.  
Posteriormente y con la finalidad de tener evidencia experimental que permita 
establecer una conexión funcional entre los niveles transcripcionales del lncRNA RP4-
694 A7.2 y su potencial implicancia en ciclo celular, se efectuó el silenciamiento de 
dicho lncRNA en la línea celular de LF WSU-FSCCL. A tal fin se emplearon dos  
 




oligonucleótidos independientes recurriendo a la estrategia de Gymnosis basada en la 
utilización de oligonucleótidos LNA (locked nucleic acid) con un sistema de 



















Figura 63: A / C: control positivo para la incorporación de Gapmers por Gymnosis en la línea 
celular WSU FSCCL luego de 72 horas de tratamiento con 0,5µM y 1µM, 
respectivamente. B/D: controles negativos de los respectivos tratamientos. 
 
 
Luego del tiempo de tratamiento mencionado, el silenciamiento del lncRNA 
RP4-694 A7.2 tanto con el Gapmer #1 como con el Gapmer #2 demostraron una 
disminución de los niveles transcripcionales de 41,4% (p=0,0007) y 42,04% 
(p=0,0106), respectivamente (Figura 64). 
 
       
 















Figura 64: Expresión relativa del lncRNA RP4-694A7.2 luego de su silenciamiento mediante 
Gapmers  
 
Asimismo, se pudo determinar que las células que fueron silenciadas mediante 
el tratamiento con ambos Gapmers mostraron una reducción significativa de la 
proliferación medida por el porcentaje de células en fase S respecto a aquellas que no 





Figura 65: Porcentaje de células en Fase S luego del silenciamiento del lncRNA RP4-
694A7.2 mediante Gapmers.  
 
 





Paralelamente, se pudo distinguir que las células silenciadas para el lncRNA 
RP4-694 A7.2 exhibieron un significativo aumento de la fase G1 en relación a aquellas 
no tratadas tanto con el Gapmer#1 (p=0,0033) como con el Gapmer#2 (p=0,0004) 
(Figura 66).  
 
Figura 66: Porcentaje de células en Fase G1 luego del silenciamiento del lncRNA RP4-694A7.2 
mediante Gapmers. 
 
Asimismo, cabe destacar que en todas las condiciones experimentales del 
presente trabajo, se pudo observar una elevada viabilidad celular (92%-96%) (Figura 
67 A) a lo largo de los tratamientos realizados para producir el silenciamiento del 
lncRNA RP4-694A7.2, no detectándose diferencias significativas en relación a la tasa 
de apoptosis o porcentaje de células que se encontraron en las fases G2 o M del ciclo 























Figura 67: Evidencia de:  A) Viabilidad Celular, B) Porcentaje de células en fase apoptótica y C) 
Porcentaje de células en fase G2/M del ciclo celular luego del silenciamiento del 
lncRNA RP4-694A7.2 mediante Gapmers 
 
6.8. Discusión.  
Previo al descubrimiento de los lncRNAs, la investigación para elucidar 
alteraciones patogénicas en posibles promotores o supresores de procesos 
neoplásicos se encontraba focalizada principalmente en genes codificantes de 
proteínas asociados a anomalías recurrentes en los genomas de diversos tumores. Sin 
embargo, muchas de estas alteraciones, se hallaban localizadas en regiones 
denominadas ¨desiertos genómicos¨ o no se asociaban a GCP relacionados a cáncer, 
hallazgos que se encuentran respaldadados por el hecho de que solo un 2% de 
nuestro genoma posee capacidad para codificar proteínas. Estos descubrimientos, en 
combinación con los recientes hallazgos en relación a que más del 70% del genoma 
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codificantes de RNAs, sugieren vigorosamente que esta parte del genoma posee 
funciones de importancia en el desarrollo tumoral.  
En paralelo, es sabido que el LF es una neoplasia linfoide con un elevado 
grado de heterogeneidad y marcada variabilidad clínica, con casos que exhiben 
enfermedad agresiva y rápida progresión, otros que muestran un curso indolente y 
pacientes que presentan enfermedad inestable con elevado riesgo de transformación 
hacia subtipos más agresivo. Asimismo, se ha planteado que las formas LF3B son 
consideradas como una entidad más cercana al LDCGB-t por presentar un patrón 
histológico difuso, comportamiento clínico asociado a mayor agresividad en 
comparación con las formas LF1/2 (Piccaluga et al, 2008). En contrapartida, la variante 
LF3A ha sido asociada a un curso clínico de mayor indolencia encontrándose tanto 
desde un punto de vista clínico, morfológico e inmunofenotípico más cercano a las 
variantes FL1 y FL2 que exhiben un comportamiento indolente (Wahlin et al, 2012).  
En diversos linfomas agresivos los análisis de expresión de genes codificantes 
han demostrado ser importantes pilares para la clasificación de estas patologías (Leich 
et al, 2007). Si bien existen numerosos marcadores moleculares asociados a LF, los 
mismos no resultan suficientes para una buena caracterización de la patología, por lo 
que la búsqueda de nuevos biomarcadores resulta de importancia (Leich et al, 2011). 
En este contexto, el presente estudio se enmarcado en la búsqueda de lncRNAs con 
potencial relación a la patogénesis tumoral como probables marcadores en la 
patología. Asimismo, se orientó a caracterizar los perfiles transcripcionales globales de 
lncRNAs y su relación con genes codificantes y evaluar posibles asociaciones con la 
variabilidad característica de la patología. La utilización de una plataforma de RNA 
Seq, permitió hallar lncRNAs con patrones de expresión diferencial relacionados a la 
diversidad histológica de la patología. Aún más, algunos de los lncRNAs encontrados 
se asociaron a la desregulación de vías de señalización de relevancia, como la 
agresividad y transformación, en particular aquellas asociadas con la proliferación 
celular (Janikova et al, 2011).  
Por otra parte, los enfoques metodológicos que permiten un cribaje funcional 
de todo el genoma se han perfeccionado con cierto éxito haciendo factible la 
identificación de genes relacionados a cáncer.  Asimismo, poder predecir de manera 
correcta las funciones biológicas de lncRNAs es una tarea tan compleja como 
desafiante. En este aspecto, los análisis de guilt by association permiten caracterizar 
con mayor precisión y especificidad las funciones de lncRNAs no caracterizados 
(Guttman et al, 2009; Huarte et al, 2010; Signal et al, 2016), asi como estimar la 
función potencial de lncRNAs particulares, recurriendo a las funciones conocidas  




previamente de genes codificantes de proteínas que se co-expresan 
transcripcionalmente con los mismos. Para tal finalidad, se utilizó el algoritmo Treelet 
con el propósito de clasificar los datos de expresión transcripcional de genes 
encontrados con expresion diferencial mediante la creación y utilización de 
agrupamientos jerárquicos de correlación de perfiles de expresión de los mismos y sus 
combinatorias lineales en un set determinado de pacientes (Lee et al, 2008). De 
manera inicial, en este trabajo se ha realizado un screening integral del transcriptoma 
en pacientes con LF, empleando esta metodología tendiente a inferir funciones 
biológicas de relevancia en la patología de lncRNAs que fueron encontrados 
expresados de manera aberrante en la cohorte de pacientes analizada.  
Los hallazgos evidenciados en el presente estudio permitieron identificar y 
validar los niveles transcripcionales de un total de 12 lncRNAs en muestras incluidas 
en parafina de una serie independiente de pacientes con LF de curso agresivo e 
indolente. Esto hizo factible distinguir que los lncRNAs AP000462.2, AC009310.1, 
AC005105.2, RP11-231N9.1, FAM86B3P, RP4-694A7.2, NPM1P11, CTB-50L17.5, 
YEATS2-AS1, AKR7A2P1, RP11-465L10.10 y RP11-360L9.7 presentaron expresión 
diferencial, siendo éste el primer reporte en relación a este grupo de RNAs no 
codificantes largos en la patología, pudiendo constituir un hallazgo de relevancia en la 
misma.  
Adicionalmente en la etapa de validación de los resultados, fue factible indagar 
los niveles de expresión de 9 genes codificantes encontrados DE entre muestras 
purificadas y no purificadas asociadas a muestras a mayor agresividad, lo que permitió 
confirmar la confirmar la sobreexpresión de PBK y BRCA1. Estos genes también 
fueron encontrados con expresión aberrante en los análisis previos por RNA Seq en 
muestras tumorales purificadas como altamente correlacionados en su expresión con 
varios lncRNA DE. En este aspecto, numerosos grupos han reportado que niveles 
elevados de PBK podrían asociarse al desarrollo y progresión de una variedad de 
tumores incluyendo melanoma, cáncer colorectal, de próstata, del sistema nervioso 
central y renal, así como en neoplasias hematológicas (Simons-Evelyn et al, 2001; 
Nandi et al, 2004; Ryu et al, 2007; Albino et al, 2008; Wuttig et al, 2009; Zlobec et al, 
2010; Shiraishi et al, 2011).  Paralelamente, se ha visto que PBK puede actuar 
acoplándose al dominio de unión al DNA de p53 para inhibir su función, resultando 
esto en la atenuación del punto de control de daño al DNA, promoviendo el 
crecimiento celular (Hu et al, 2006; Nandi et al, 2007).  
 




En cuanto al gen supresor tumoral BRCA1, ha sido ampliamente reportado que 
presenta expresión disminuida en tumores esporádicos de mama y ovario, (Miki et al, 
1994; Ford et al, 1994). Asimismo, en linfomas primarios del sistema nervioso central, 
una variante de los LDCGB de mayor agresividad clínica, se ha visto que el aumento 
de su expresión tanto del mRNA como de la proteína, se encuentran directamente 
asociados con una menor sobrevida (Kawaguchi et al, 2012). Paralelamente en cáncer 
de pulmón, también se pudo evidenciar una fuerte asociación entre mayores niveles 
transcripcionales de BRCA1 y menor sobrevida (Lafarge et al, 2001).  
Por otra parte, entre los 12 lncRNAs validados en el presente estudio, se ha 
podido ver que un número significativo de éstos se encontraba correlacionado de 
manera elevada con Ciclo Celular. Entre ellos, RP4-694A7.2 que mostró correlación 
significativa con BRCA1 y PBK, ha sido previamente descrito como sobreexpresado en 
diversos tipos tumorales incluyendo carcinoma invasivo de mama, de cabeza y cuello, 
y de pulmón (Yan et al, 2015). En paralelo, la asociación con proliferacion de este 
lncRNA también se ha descripto en el contexto de la diferenciación de linfocitos B 
donde éste gen se encontró incluido en un módulo de lncRNAs positivamente 
correlacionado a genes asociados a ciclo celular pero, sólo para estadios pre B1/B2 y 
centroblastos/centrocitos (Petri et al, 2015). Particularmente en el presente estudio, 
este lncRNA fue encontrado significativamente sobreexpresado en las muestras 
asociadas a mayor agresividad, correlacionándose a su vez con mayores índices de 
proliferación celular en la cohorte de validación. Asimismo, se pudo acceder a un 
subgrupo de muestras pareadas en diferentes estadios asociados a un curso indolente 
y agresivo de la patología de dos pacientes con LF observándose un aumento de la 
expresión de RP4-694A7.2 en las muestras ambos casos al momento de la 
transformación a LDCGB, sugiriendo la relacion de este lncRNA con la progresión de 
la enfermedad. Por otra parte se pudo evidenciar mediante silenciamiento génico en 
una línea celular de LF su potencial implicancia sobre el ciclo celular, sugiriendo un rol 
patogénico de su expresión desregulada en este linfoma.  
Los hallazgos aquí presentados sugieren que la desregulacion de la expresión 
de algunos de estos lncRNAs podría estar contribuyendo a la acumulación de 
alteraciones en procesos celulares involucrados en vías de señalización de relevancia 
en la patogenicidad de los LFs, como la proliferación celular, transducción de señales 
y ciclo celular. Es de interés señalar que en el presente trabajo se ha encontrado un 
paralelismo con estudio previos en donde se describe la existencia de módulos de 
lncRNAs cuya expresión se encuentra asociada con la contrapartida normal de LF, es  




decir centroblastos y centrocitos (Petri et al, 2015). A semejanza de lo que 
observamos en relacion a los distintos subrupos de LF analizados, estos modulos de 
lncRNAs, incluyendo a RP4-694A7.2, se relacionan mediante "guilt by association" con 
proliferación celular, sugiriendo la participación de lncRNAs en el desarrollo de estos 
linfomas. 
Por otra parte, ha sido ampliamente expuesto que la expresión de los lncRNAs 
es altamente tejido específica tanto en estadios normales así como en un gran número 
de patologías, incluyendo diversos tipos de cáncer (Ravasi et al., 2006; Mercer et al., 
2008; Peng et al, 2010; Cabili et al, 2011; Yan et al, 2015; Iyer et al, 2015; Petri et al, 
2015). En este sentido, los hallazgos evidenciados en el presente estudio indican que 
la expresión de lncRNAs posee elevada especificidad en relación a la agresividad y 
heterogeniedad observada en los diversos grados histológicos de los LFs. En 
conjunto, los resultados aquí presentados indican posibles relaciones funcionales entre 
diversos lncRNAs y genes codificantes coexpresados de manera aberrante en la 
patología, contemplando además la relación de los mismos con vías de señalización 
asociadas a procesos biológicos desregulados en estadios tempranos y avanzados de 
la patogénesis de los LFs, como la proliferación y transducción de señales. 
A nuestro conocimiento, el presente estudio representa el primer análisis de los 
perfiles de la desregulación transcripcional de lncRNA en pacientes con LF 







































Teniendo en cuenta lo precedentemente expresado, los estudios efectuados en el 
presente trabajo permitieron arribar a las siguientes conclusiones: 
- En LCM, la evaluación de los perfiles de transcripcionales de integrantes del 
clúster miR17-92 evidenciaron un aumento de expresión de miR-19b y miR-
92a, y disminución de los niveles de transcripto de miR-17 y miR18a, en 
pacientes respecto de controles. 
 
- El análisis del clúster SOXC mostró diferencias significativas en pacientes 
respecto de controles para los tres genes evaluados, así como una relación 
inversa de SOX11 y SOX12 en relación a SOX4. 
 
- La evaluación conjunta de ambos grupos de genes permitió identificar dos 
clústeres asociados a diferente evolución clínica: Clúster A de mayor 
agresividad y Clúster B de curso más indolente, permitiendo distinguir 
pacientes asociados a un perfil de expresión de genes codificantes y no 
codificantes específico. 
 
- En LLC, se identificaron dos T-UCRs, uc.70 y uc.414, con menores niveles de 
expresión en células leucémicas tratadas con ODN2006, sustentando la 
posible modulación in vitro de lncRNAs mediante la utilización de estos 
agentes.  
 
- Particularmente, uc.70 permitió estratificar con mayor precisión la evolución de 
los pacientes, haciendo factible además subdividir aquellos casos con mayor 
riesgo de progresión en los diferentes parámetros analizados, destacando a 
este lncRNA como un potencial factor novel de predicción de riesgo 
independiente en la patología. 
- En LF, se detectaron lncRNAs y genes codificantes diferencialmente 
expresados asociados a la diversidad histológica y a la desregulación de vías e 
señalización de relevancia en la patología. 
 
- En muestras de curso agresivo los análisis in silico permitieron distinguir 62 
lncRNAs con expresión aberrante e íntimamente vinculados a Ciclo celular 
como vía de señalización con mayor enriquecimiento. 




- En muestras de pacientes asociadas a un curso indolente, se identificaron 45 
lncRNAs con expresión diferencial y enriquecimiento funcional exclusivo en 
Transducción de Señales. 
 
- Entre los 12 lncRNAs validados, un número significativo se encontró 
correlacionado con Ciclo Celular. Entre ellos, los niveles transcripcionales de 
RP4-694A7.2 se encontraron asociados con el aumento de la proliferación 
celular in vitro e in vivo asociándose con progresión de la enfermedad. 
 
- Los estudios realizados en el presente trabajo son originales y constituyen un 
aporte a la caracterización biológica de las patologías estudiadas, siendo 
fuente de probables nuevos marcadores moleculares, de potencial uso en un 
futuro próximo, tendiente a lograr una mayor certeza en el diagnóstico y/o 
pronóstico de estas entidades, así como una mejor comprensión de los 
mecanismos desarrollo involucrados en las mismas. 
 
- Los hallazgos evidenciados en el presente trabajo brindan la primera evidencia 
que permiten correlacionar parte del genoma no codificante en las entidades 
analizadas, sin embargo profundizar las características de esta parte del 
transcriptoma sin dudas ampliará nuestro conocimiento respecto a sus 
funciones y futuras aplicaciones.  
 
 























   
Anexo I




8. Anexo I 
Tabla A1: Listado de lncRNAs  del cual se seleccionaron los candidatos para la etapa de 
validación. 





RP4-694A7.2 ENSG00000233589.1 Antisentido 3,222210251 9,00306E-08 4E-04 
OR7E5P ENSG00000257542.3 Pseudogen 3,957254969 3,63523E-07 9E-04 
AC009310.1 ENSG00000225911.1 Pseudogen 5,950925057 5,7086E-07 0,001 
RP11-
465L10.10 
ENSG00000204044.5 Antisentido 2,41302347 2,2674E-06 0,004 
FAM86B3P ENSG00000173295.3 Pseudogen 2,398942238 2,60426E-06 0,005 
RP11-192H23.6 ENSG00000265287.2 Antisentido 2,073935527 4,69611E-06 0,006 
OR2I1P ENSG00000237988.2 Pseudogen 2,817949955 5,70793E-06 0,007 
MORF4L1P5 ENSG00000231857.1 Pseudogen -3,353093618 7,65087E-06 0,008 
RP11-485O10.3 ENSG00000259700.1 Antisentido 2,684206325 1,91602E-05 0,014 
OR7E12P ENSG00000189398.5 Pseudogen 3,503137951 2,64662E-05 0,016 
RP11-360L9.7 ENSG00000253174.2 Antisentido 1,55551341 3,35438E-05 0,018 
AC012358.8 ENSG00000240401.3 Antisentido 1,489552252 3,7618E-05 0,019 
NPM1P11 ENSG00000226827.1 Pseudogen 3,707722027 4,9264E-05 0,022 
RP11-231N9.1 ENSG00000237971.1 Pseudogen -2,604941623 5,62422E-05 0,023 
AP000462.2 ENSG00000255580.1 lincRNA 2,672026776 6,20919E-05 0,024 
AC008281.1 ENSG00000228909.1 lincRNA 5,066058868 7,00362E-05 0,026 
RP11-713B9.1 ENSG00000256558.1 lincRNA 2,858439024 7,39071E-05 0,027 
RP11-325P15.1 ENSG00000225603.3 Pseudogen -6,197628679 8,14839E-05 0,028 
RP11-307E17.8 ENSG00000232063.1 lincRNA 3,642495739 8,95469E-05 0,03 
RP11-161H23.9 ENSG00000258334.1 Antisentido 3,510608007 9,48261E-05 0,031 
AC005105.2 ENSG00000225286.1 Pseudogen 4,384326134 0,000108687 0,032 
CTD-
2616J11.12 
ENSG00000268144.1 Pseudogen 4,010186026 0,000114542 0,033 
RP11-996F15.2 ENSG00000257176.1 Antisentido 2,241523785 0,000115985 0,033 
AKR7A2P1 ENSG00000229020.4 Pseudogen 2,080517419 0,00011961 0,034 
RP11-530C5.1 ENSG00000258048.1 lincRNA 1,528163527 0,000137454 0,037 
RP11-505E24.2 ENSG00000259755.1 Antisentido 2,177656943 0,000141732 0,037 
AP000462.1 ENSG00000256315.1 lincRNA 2,514524369 0,000160057 0,005 
CTD-
2349P21.11 
ENSG00000265334.1 Antisentido 1,765371715 0,000163848 0,041 
CTB-50L17.5 ENSG00000267255.1 Antisentido 2,445675376 0,000187991 0,043 
RP11-326C3.12 ENSG00000255328.1 lincRNA 4,457006314 0,000196609 0,044 
RP11-108M9.3 ENSG00000228549.1 lincRNA 3,468745903 0,000198593 0,044 
YEATS2-AS1 ENSG00000233885.2 Antisentido 1,564388715 0,000204137 0,045 
RP11-16E23.3 ENSG00000261544.1 Sentido_intronico 3,390208572 0,000209239 0,045 
  




Tabla A2: Listado de genes codificantes del cual se seleccionaron los candidatos para la etapa 
de validación. 






NUSAP1 ENSG00000137804.8 Codificante 1,38037578 0,00387927 0,035 
BRCA1 ENSG00000012048.14 Codificante 1,57000105 0,00282836 0,028 
ESCO2 ENSG00000171320.10 Codificante 1,77897159 0,00176774 0,021 
LZTS1 ENSG00000061337.11 Codificante 3,78529835 0,0016473 0,02 
TPX2 ENSG00000088325.11 Codificante 1,73405599 0,00139891 0,018 
MCM6 ENSG00000076003.4 Codificante 1,65215896 0,00092084 0,014 
PBK ENSG00000168078.5 Codificante 2,14036524 0,0004397 0,009 
KIF2C ENSG00000142945.8 Codificante 1,91456699 0,00020311 0,006 
PKMYT1 ENSG00000127564.12 Codificante -6,6675593 0,00013279 0,005 
GSTM5 ENSG00000134201.5 Codificante -6,7350369 8,87E-05 0,004 
FST ENSG00000134363.6 Codificante -7,0469004 4,83E-05 0,003 
OR4K5 ENSG00000176281.4 Codificante -6,568211 4,08E-05 0,002 
SCN7A ENSG00000136546.9 Codificante -6,5980939 3,80E-05 0,002 
DAB1 ENSG00000173406.10 Codificante -6,6532354 1,93E-05 0,002 
NOS1AP ENSG00000198929.8 Codificante -6,5738747 1,40E-05 0,001 
SLC5A12 ENSG00000148942.10 Codificante -6,6148750 9,46E-06 1,00E-03 
MARC2 ENSG00000117791.11 Codificante -7,0640366 7,47E-06 8,00E-04 
AADACL2 ENSG00000197953.5 Codificante -6,6275654 4,84E-06 6,00E-04 
NOS1 ENSG00000089250.14 Codificante -6,7601846 2,95E-06 5,00E-04 
OR4K1 ENSG00000155249.4 Codificante -6,6115337 2,24E-06 4,00E-04 
RP11-
542P2.1 
ENSG00000205301.7 Codificante -6,7700223 1,96E-06 3,00E-04 
MLIP ENSG00000146147.10 Codificante -6,6836658 1,82E-06 3,00E-04 
EPB41L4B ENSG00000095203.9 Codificante -6,6785808 1,73E-06 3,00E-04 
VSTM2A ENSG00000170419.6 Codificante -6,7310287 1,75E-06 3,00E-04 
NPR3 ENSG00000113389.11 Codificante -6,7989652 1,77E-06 3,00E-04 
HBG2 ENSG00000196565.7 Codificante -6,8713593 1,77E-06 3,00E-04 
TSPAN19 ENSG00000231738.5 Codificante -6,7298185 1,05E-06 2,00E-04 
PCDH17 ENSG00000118946.7 Codificante -6,7198218 8,73E-07 2,00E-04 
TMEM132D ENSG00000151952.10 Codificante -6,8744359 6,43E-07 2,00E-04 
PCDH19 ENSG00000165194.10 Codificante -6,849699 6,40E-07 2,00E-04 
C4orf40 ENSG00000187533.9 Codificante -6,93937 4,27E-07 1,00E-04 
ADAMTSL1 ENSG00000178031.10 Codificante -6,550711 2,68E-07 1,00E-04 
PDGFRA ENSG00000134853.7 Codificante 2,116169 3,06E-08 2,00E-05 
RAB27B ENSG00000041353.5 Codificante -7,0479046 1,07E-08 1,00E-05 
TPRG1 ENSG00000188001.5 Codificante -7,1058022 6,68E-09 8,00E-06 
 



















































Figura A1: Dot plots representando los eventos evidenciados en cada una de las fases del 
Ciclo Celular mediante el ensayo de Proliferación Pacific Blue en la línea de LF 






























Figura A2: Dot plots representando células en Apoptosis temprana (cuadrante inferior derecho) 
y tardía (cuadrante superior derecho) mediante el ensayo de Annexin V-FITC en la 
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